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第 1 章 序論 
 
 
1.1 はじめに 
 
本章では、バイオセンシングの開発動向と食品業界の微生物検査の現状と課題について
述べた後、光技術とバイオ技術を融合し、高感度検査手法を利用した新規手法の簡易迅速装
置の開発について述べる。 
 
 
 
1.2 研究背景 
 
1.2.1 バイオセンサーの開発動向 
 
高齢化社会に伴う診断医療費の抑制、生活習慣病に対する予防診断の充実、世界規模で発
生する感染症の拡大防止、食品･環境の安心安全の対策など、これらの課題を解決する技術
として、バイオセンサーが注目されている。バイオセンサー市場は日米欧をはじめ全世界で
拡大しており、2008 年から 2018 年までの年平均成長率は 11%、2012 年から 2018 年までの
世界市場額は、85 億米ドル(推定)から 168 億米ドルに達すると予測されている 1)。 
バイオセンサーは、生物のもつ優れた認識機構に基づいて物質を計測するシステムであ
り、物質識別素子に用いる酵素や抗体、DNA や高分子膜などの基質認識部位と、認識に付
随した反応変化を物質量として変換するトランデューサー(信号変換装置)から構成されて
いる 2),3)。たとえば、味覚センサーは甘味、苦味、塩見などに対応する生体の味覚受容体
を膜にした人工脂質高分子膜が認識部位となり、この脂質膜に電圧を付加した時の膜電位
変化により様々な味の評価が可能となる 4)。 
現在、バイオセンサーとして最も大きな市場を占めているのは医療分野であり、生活習慣
病といわれる糖尿病の血糖検査に利用される血糖値自己測定(グルコースセンサー)の市場
は急速に拡大しており、今後も非常に大きな市場になることが推測されている 5)。その他に
も、バイオセンサーは、創薬支援、環境･食品管理(糖・アルコール類、在留農薬、微生物)、
セキュリティー分野(新興感染症、生物テロ)などに応用展開できるため 5)、次世代の社会基
盤技術として期待されている。 
近年のバイオセンサーは、微量で高感度の計測を実現するために、小型・集積化したマイ
クロ化学分析システムが研究開発されている。なかでも、エバネセント光を用いた一分子計
測や、光ピンセットの原理を利用した細胞の動作制御など、光技術を融合したバイオセンシ
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ングは、生物分子の解析や制御手段として重要なツールとなっている 6)。さらには、カーボ
ンナノチューブ、金属ナノ粒子、量子ドットなどのナノ材料の進展に伴って、ナノテクノロ
ジーとバイオテクノロジーが融合したバイオセンサーの研究開発も盛んに行われている
7)~9)。このように、異分野技術が融合した次世代デバイスにより、高感度、高精度、高機能、
小型、利便性、低コスト等の面で優位性をもつ、新規バイオセンサーの開発が注目を集めて
いる。 
 
 
1.2.2 微生物検査の現状 
 
微生物検査は、医療分野の感染拡大防止、食品分野の衛生管理、環境分野の汚染指標など
に利用されている。特に食品分野の検査においては、近年、健康に対する関心の高まりや食
品の安全等に関連する事件の影響もあり、消費者の食の安全安心への関心は高まってきて
いる。また、食品関連事業者においても食の安全に係る事件は、企業理念やコンプライアン
スに係ることとなるため、日々の衛生管理を徹底していくことは重要である。 
食品の衛生管理検査は、食品の品質や衛生管理状況、微生物汚染のリスクを推測するため
に必要であり、検査結果を衛生管理の是正･改善につなげていかなければならない。衛生指
標菌には、一般生菌、大腸菌･大腸菌群、そして、黄色ブドウ球菌の検査を行う場合が多い
10)~13)。また、卵や魚介類、食鳥肉といった特定の菌汚染が心配される食材を使用するメーカ
ーは、サルモレラや腸炎ビブリオなどの該当する食中毒菌検査に絞った検査を実施してい
る 12),13)。さらには、近年、食品関連事業者は生産から消費までの食品検査において、国の厚
生労働省が定めた「法定検査」に加え「自主検査」まで実施するなど、自社の製品特性に合
わせた衛生管理の基準を構築することが、社会的に要求されつつある。 
これまでの微生物検査法は、「法定検査」となっている「培養法」が最も普及しているが、
検査結果まで数日(2~10 日)を要すため、出荷後に判定がわかるケースが多々ある。そのた
め、「迅速法」でスクリーニングを行うと共に、「培養法」でも記録を残すといった二重管理
が行われていることも多い 10),11)。最近の簡易培地では、衛生指標菌でもある大腸菌群と大
腸菌が識別できるタイプも増えてきているため、自社の衛生管理体制の強化につながる検
査法の選定が要求されている。一方、「自主検査」としては、迅速・簡便・高精度であるば
かりでなく、検査費や人件費を抑え効率よく実施できる手法が望まれている。国際的な標準
法採用の議論も高まっており、食のグローバル化の動きの中で精度、効率、経済性などを考
慮した、簡易･迅速微生物検査法の見直しが進んでいくと考えられている。 
このため、精度、効率、経済性などを考慮する上で、自社の衛生管理体制の強化につなげ
る検査法を選定し、微生物を簡易･迅速に検出できる検査装置の開発が期待されている。 
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1.2.3 簡易迅速検査法の課題 
 
微生物汚染を迅速に判定することは、製造工程を短縮した製品出荷や在庫品の減少にも
繋がり、生産コストを抑えることができる。また、万が一、輸送途中に微生物汚染が発覚し
た場合でも、消費者に届く前に製品を回収できるため、企業のイメージと信頼性を保ち、回
収損失も最小限に留めることができる。このため、従来法と同等の感度で検査時間が早い簡
易迅速検査法の開発のニーズは高く、大学や公的研究機関、企業などにより、様々な迅速検
査法の研究開発が取り組まれている 10),11), 14)~17)。 
迅速検査法の大きな種類としては、①遺伝学的検査法(PCR(Polymerase Chain Reaction)法、
DNA 塩基配列解析法、LAMP(Loop-Mediated Isothermal Amplification)法、等）や、②免疫学
的検査法(イムノクロマト法、酵素免疫測定法:ELISA(Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay)
法、ラッテクス凝集法、等)があり、③その他にも、フローサイトメトリーや FISH(Fluorescence 
In Site Hybridization)法のように蛍光色素と顕微鏡を使用した検査手法がある 14)。 
しかし、従来の培養法と比較すると原理や判定基準が異なるため、迅速・高感度ではある
が培養法と併用する必要があるなど課題も多い。また、各迅速検査手法によって様々な長所
と短所があるため、迅速・簡便・高精度の検査手法として、小型・低コストを全て実現した
自主検査装置は未だ開発されていない。 
実際、長崎県内の食品関係業者に対して簡易迅速検査装置のニーズ調査を実施したとこ
ろ、各業者とも「取引先に早く結果を報告したい」「低コストの検査なら出荷時や工程毎に
検査したい」「検査コスト、検査品の人件費、労力を抑え、毎日検査を実施したい」「誰でも
容易に迅速･高感度で検査ができれば 300 万円位でも購入したい」などの声が上がった。 
この結果からも、簡易迅速検査装置のニーズは非常に高いにも関わらず、現行の迅速検査
法を用いた検査は、精度や価格の面で現場のニーズを満たしていないことがわかる。したが
って、ユーザーに合わせた迅速・簡便・高精度の検査方法で、かつ、小型・低コストの新規
簡易迅速装置の開発が必要である。 
 
 
1.3 本研究の目的と解決手法 
 
本研究は、従来技術では不可能であった培養前の微生物汚染を高感度に検出するため、光
学(微小球光共振特性)とバイオ(抗原抗体反応)の技術を融合した新規検査手法を開発する。
また、ターゲットとする微生物は、食品の衛生指標菌(汚染指標菌)の一つである大腸菌群に
絞り、大腸菌群の分解酵素である β-ガラクトシダーゼ(β-Galactosidase)の検出を行った。分
解酵素(抗原)の検出にあたっては、抗体(anti-β-Galactosidase)を固定化した微小球プローブの
作製、微小球内に光を局在化し散乱光を検出する光学計測システムの構築、および、Mie 散
乱理論による微小球の抗原抗体薄膜層モデルを提案した。 
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これまでに我々は、マイクロサイズの微小球に TiO2 薄膜をコーティングすると、散乱光
の共振ピーク波長が長波長側へシフトする特性を既に解明しており 18),19)、これらの特性を
抗原抗体反応膜厚層へ応用することで、微小球表面上における吸着物質の状態変化を解明
し、本検査手法の判定時間や検出限界について検証を行った。 
本研究で開発する微小球は、現行のプリズムや光ファイバーを用いた光学検査手法と比
較し、安価かつ大量に製造できる。このため、1 個あたりの検査チップのコストを使い捨て
用として可能な程度に削減できる。また、波長を特定した光学検査手法は、将来的には LED
を利用して小型化かつ低コスト化した装置開発ができるため、ポータブル化への発展も期
待できる。このため、大手企業のみならず中小規模の食品製造業者でも導入ができ、食の安
全・安心を活かした地域ブランドのアピールにも貢献することが可能となる。さらには、原
理的には、医薬品や環境分野にも応用できる有効な手段といえる。 
 
 
1.4 本論文の構成 
 
本論文の概略図を示し、以下に第 2 章以降の本論文の構成を述べる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 2 章 微小光共振器のバイオセンサー応用のための基礎事項 
第 3 章 
微小球プローブの作製および評価 
第 4 章 
顕微分光測定システムの構築 
 ウィスパリングギャラリーモードを利用した微小球共振器 
 抗原抗体反応を利用したバイオセンサーの特徴 
 微小球プローブの選定方法 
 微小球表面への抗体の固定化方法 
 固定化した抗体の評価 
 油浸対物レンズによる微小球の
励起方法 
 微小球の操作と観測方法 
 単一微小球の散乱光検出方法 
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図 1 本研究の構成と流れ 
 
 
第 2 章では、光共振器の種類と特徴を説明し、本研究で用いた微小球の表面を周回するウ
ィスパリングギャラリーモードの原理、および、微小球を励起するエバネセント光と Mie 理
論を利用した散乱断面積の関係について述べる。また、バイオ素子として、微小球に固定化
される抗体の固定化方法、および、抗原抗体反応の原理や特徴について述べる。 
第 3 章では、Mie 理論を使用した散乱断面積の計算結果に基づき、溶液中でも使用できる
微小球プローブの最適な球径と屈折率の選定について述べる。また、選定した微小球の表面
に抗体を固定化する作製方法、および、吸光度測定により評価した微小球への抗体の固定化
量について述べる。 
第 4 章では、単一の微小球プローブを倒立型の油浸対物レンズを使用した全反射減衰配
置により励起し、散乱光スペクトルを検出する顕微分光システムの方法と特徴について述
べる。また、溶液中の微小球を観察し、S/N 比率を高めて散乱光スペクトルを検出する方法
について述べる。 
第 5 章では、第 3 章で作製した微小球プローブと第 4 章で構築した顕微分光システムを
用いた抗原抗体反応評価(膜厚、屈折率)について述べる。まず、蛍光微小球を用いた散乱光
の変化(共振ピーク波長の変化)から、抗体や酵素のサイズや屈折率について議論する。次に、
白色光源を用いた微小球(蛍光なし)の散乱光変化(共振ピーク波長の変化)についても同様の
評価・考察を実施し、さらには、抗原抗体反応する時間や滴下する酵素濃度の変化から、微
第 5 章 微小球の散乱光特性評価 
第 6 章 結論 
◎ 蛍光微小球 
 散乱光（蛍光）ピークの波長
シフト 
 Mie 散乱理論による光学評価 
 抗体や酵素の評価（サイズ、
屈折率） 
 散乱光のスプリット評価
◎ 微小球（蛍光なし） 
 散乱光ピークの波長シフト 
 Mie 散乱理論による光学評価 
 抗体や酵素の評価（サイズ、屈
折率） 
 抗原抗体反応による時間依存と
濃度依存 
 検出限界、検出時間の考察 
 散乱光のスプリット評価 
 まとめと今後の課題 
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小球の表面上で起こっている抗原抗体反応の変化や特性について詳しく議論を行う。 
第 6 章では、本研究で得られた成果を各章毎に総括し、微小球の光共振特性を用いた
本解析手法が、標的とする汚染物質を高感度かつ迅速に判定できるバイオセンサーとして
利用できることを述べる。また、小型・低コストの実用化装置の開発に向けた今後の課題
について述べる。 
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第 2 章 微小光共振器のバイオセンサー応
用のための基礎事項 
 
 
2.1 はじめに 
 
本章では、本研究のセンサー部で使用している、光共振器とバイオセンサーの基本原理に
ついて述べる。光共振器では、微小光共振器の中を周回するウィスパリングギャラリーモー
ドの原理を説明し、エバネセント光と散乱断面積の関係について述べる。また、バイオ分析
については、抗原抗体反応の原理や特徴について述べる。 
 
 
2.2 光共振器 
 
2.2.1 微小光共振器 
 
情報通信技術の高度化により情報処理速度は高速化し、情報処理用電子デバイスの消費
電力は年々増加傾向にある。現在の電子技術と光技術を組み合わせた光電子技術は、電子の
運動エネルギーが抵抗によりジュール熱に変換される他に、電気↔光間のエネルギー変換処
理も必要となるため、エネルギー損失を避けることはできない。そこで、これらのエネルギ
ー損失を低減するため、光素子を高密度に集積し、光の信号のみを利用した光集積回路の開
発が期待されている 1)。しかし、光は電子と異なり電荷をもたず、物質との相互作用が電子
に比べて弱いため、光を制御(閉じ込める、進める、止める、など)することが難しく、高効
率で高密度の光集積回路を実現するには、微小な領域に長時間閉じ込めておく光素子が必
要となる。そのため、近年、様々な種類の光共振器(optical resonator)が考案され、光集積回
路を実現するための研究が行われている。 
代表的な光共振器(optical resonator)構造の一つとして、半導体レーザーの基礎構造となっ
ているファブリ・ペロー型がよく知られている。この構造は、反射率が 100%に近い 2 枚の
平面鏡を平行に配置し、光を平面鏡内で反射し光を閉じ込める。しかし、2 枚の鏡の間で光
が往復し、定在波を生じさせる必要がある為、サイズを小さくするには限界がある。そこで、
近年では、マイクロディスク、微小球、フォトニック結晶などの微小光共振器と呼ばれる光
素子に注目が集まり、研究が勢力的に行われている。図 2-1 は、光共振器の種類と特徴につ
いてまとめたものである 2)。 
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 ファブリ・ペロー ウィスパリングギャラリ
ーモード 
フォトニック結晶 
高 Q 値 
円柱状型 3) 
 
Q 値=2,000 
V 値=5 (λ/n)3 
ディスク型 4), 5) 
 
QⅢ-Ⅴ値=7,000 
Qpoly値=1.3×105 
6) 
 
 
Q 値=13,000 
V 値=1.2 (λ/n)3 
超高 Q 値 
7), 8) 
 
Q 値=4.8×105 
V 値=1,690 μm3 
微小球型 9) 
Q 値=8×109 
V 値=3,000 μm3 
 
微小円盤型 10) 
 
Q 値≈4×108 
V 値=180 μm3 
線欠陥幅変調型 11) 
 
Q 値=1.2×106 
V 値=1.7 (λ/n)3 
図 2-1 光共振器の種類と特徴 
 
 
これらの光共振器の性能は、光の閉じ込め効率を示す、線質係数:Q 値(Quality factor)と、
閉じ込める共振器の体積を示す、モード体積:V(Mode volume)が指標となっている。ここで、
共振器の共振周波数(ω0)、共振器に閉じ込められた電磁界のエネルギー(E)、単位時間あたり
共振器から散逸するエネルギー(Eout)とすると、Q 値は(2.1)式で表すことができる 12)。 
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ܳ ൌ ఠబாா೚ೠ೟ ・・・(2.1) 
 
光共振器の中の光子密度は、Q 値/V 値に比例するため、非常に高い Q 値をもつ光共振器
は、微弱な入力エネルギーでも、共振器内に閉じ込めることにより高い光子密度を実現する
ことが可能である。損失(Eout)が小さく高い Q 値をもつ光共振器の散乱共振ピーク幅は鋭く
なり、逆に、損失が大きく低い Q 値をもつ光共振器の散乱共振ピーク幅はブロードになる
ことが知られている。 
また、共振器内に存在する電磁界のエネルギーは指数関数的に減少するため、共振器寿命
(τ)で表示することもできる 12)。 
 
ܳ ൌ ߱଴߬ ・・・(2.2) 
 
(2.2)式より、非常に高い Q 値の光共振器は、長時間にわたり光を共振器内に閉じ込めるこ
とができることがわかる。従って、Q 値が高く、V 値が小さい微小共振器は、小さな空間で
光と物質との相互作用を増強することが可能となる 11)。このため、微小共振器は光子を操
作でき、非線形効果を低パワーで起こすことができるツールとして期待されている。 
 
 
2.2.2 ウィスパリングギャラリーモード 
 
本研究では、微小光共振器のひとつである、「微小球」をバイオセンサーとして選択して
いる。図 2-2 に示すように、微小球にある条件で光を照射すると、光が微小球の外側面を反
射しながら周回するモードが発生し、このモードはウィスパリングギャラリーモード
(Whispering Gallery Mode: 以後、WGM)と呼ばれる。また、共振波長は球径や屈折率に依存
するため、形態依存性共振(Morphology Dependent Resonance)と呼ばれることも多い 13), 14)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-2 微小球のウィスパリングギャラリーモード 
 
幾何光学表示 
反射 ウィスパリングギャラリーモード 
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WGM の名前の由来は、ロンドンのセントポール大聖堂にある中空の円筒形状の回廊内側
で、人の「ささやき声」が壁に沿って伝わり本人に戻ってくる共振現象からきており、レイ
リー(Rayleigh)卿がこの現象の研究を行った 15)。光が周回するモードも、この音波の現象を
光波に置き換えて理解することができるため、WGM と呼ばれている。 
十分大きな微小球共振器内部の光伝搬速度(C)は、真空中の光伝搬速度(C0)と媒質内の屈折
率(n)を使用し、近似的に(2.3)式で表されるように、高屈折率媒質であるほど光伝搬速度は遅
くなる。 
 
ܥ ൌ ஼బ௡  ・・・(2.3) 
 
それゆえに、屈折率の異なる媒質の界面を伝搬する光は、進行方向が伝搬速度の遅い高屈折
率媒質の方向に変化する。屈折率の低い媒質中におかれた微小球に光を入射すると、屈折率
差の影響で光の進行方向が変化して界面で反射を繰り返し、球表面を周回する成分を生ず
る。もし、微小球を周回した光が、入射面の位相と一致すると光共振が生じる。この光路は、
ちょうどファブリ・ペロー共振器の一往復に対応している。 
WGM はベクトル波のヘルムホルツ方程式の固有値問題の解として与えられる 16)。固有
方程式は通常(2.4)式で表され、サイズパラメーターと呼ばれる変数を用いて表現される。 
 
ݔ ൌ ２గ௔ఒ  ・・・(2.4) 
 
ここで、a は球の半径で、λ は真空中の波長である。サイズパラメーターは実数で定義され
るが、固有方程式の解は複素数である。虚部は球による光の回折による漏れに対応し、実部
が WGM の共振波長を与える。共振条件は平面波の微小球による共振散乱(Mie 散乱)の条件
と同じである。 
WGM による共振の結果として、微小球の散乱光スペクトルにおいて、特定の波長に幾つ
かの鋭い共振ピークが現れる。微小球内でどのような波長の光が共振し、どの程度の割合で
微小球内に光が閉じ込められるかは、光線を直線で表す幾何光学では答えられず、光を波と
して扱う波動光学が必要になる。つまり、微小球に関して波動光学から導かれる Mie 散乱
理論を用いる必要がある 17)。 
こうして求めた WGM の特性は、特徴的なモード指数で表現できる。まず、球関数(球の
中心を原点とする)の主量子数に対応するモードナンバー(n)が必要である。一つの n に対し
て複数の複素解があるが、これをサイズパラメーターの実部の小さい順に並べたときの順
番をオーダーナンバー(s)と呼び、ファブリ・ペロー(FP)共振器の横モードナンバーに対応し
ている。オーダーナンバー(s)は電磁場分布の動径方向の分布を特徴づけ、s が増えると電磁
場分布が球表面から内部側へ広がるため、共振する電磁場が占める実効体積は大きくなる
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が、球外部へ漏れ出す割合も大きくなるため、球内部へ閉じ込められる電磁場エネルギー(Q
値)は減少するようにみえる 17),18)。 
図 2-3 は FP 共振器内部の伝播モードを、微小球共振器の WGM と概念的に比較した図を
示している。図 2-3(a)の共振器内部に存在するモードの電磁界分布は、モード(N)が大きく
なるにつれてクラッド部に染み出しており、これは、図 2-3(b)の微小球を伝播する WGM の
電磁界分布が、オーダーナンバー(s)が大きくなるほど染み出しが大きくなることに対応し
ている。このため、オーダーナンバー(s)が小さいほど、損失が少なく Q 値が高くなるため、
微小球の散乱スペクトルピークは鋭くなる。一方、オーダーナンバー(s)が大きいと、散乱ス
ペクトルピークがブロードになる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) ファブリ・ペロー共振器の伝播モード         (b) 微小球共振器の WGM 
 
図 2-3 微小球のオーダーナンバー(s)の概念図 
 
 
一つの n と s の組に対し偏光の自由度を反映して、磁界型(電界が球接線方向 Transverse 
Electric: TE)と、電界型(磁界が球接線方向 Transverse Magnetic: TM)の 2 種類のモードが存在
する。さらには、自由度に対応する方位モードナンバー(m)がある。もし、方位モードナン
バー(m)が、m=1 であれば、モードナンバー(n)の値はモード波長数に相当する。 
N=0 
N=1 
N=2 
E 
E 
E 
n1 
n2 n2<n1 
電界分布 
S 低次 染み出し:小 
染み出し:大 S 高次 
染み出し:小 
染み出し:大 
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微小球の WGM による散乱光スペクトルの共振ピークは、電界ベクトルがモードの周回
面に垂直な成分(図 2-4 の電界が動径方向に垂直な成分)をもつ TEn,s モードと、磁界ベクト
ルが周回面に垂直な成分(図 2-4 の磁界が動径方向に垂直)をもつ TMn,s モードの励起によっ
て生ずる 19)。n が十分大きな時には TEn,s と TEn+1,s の波長間隔 Δλ は n によらず一定の値と
なり、(2.5)式で表すことができる。 
 
߂ߣ ൌ ఒమ ୲ୟ୬షభሺ௡మିଵሻ
భ
మ
ଶగ௡మ௔ሺ௡మିଵሻభమ
 ・・・(2.5) 
 
ただし、λは真空でのピーク波長、n1は微小球の屈折率、n2は周囲の媒質の屈折率、n=n1/n2、
a は微小球の半径である。 
 
(2.5)式は、同じオーダー数の TE 及び TM モードが、ほぼ一定の波長間隔で現れることを示
唆する。微小光共振器の Q 値は、微小球の内外の屈折率比とサイズパラメーターにより制
限されており、例えば、屈折率 1.58 の材料による直径 10μm の微小球を水中に入れた場合
は、理想的形状で光吸収の無い微小球でも Q 値は 103オーダーしかならないため、屈折率の
大きい微小球材料を用いる必要がある 18)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-4 微小球励起に対応した WGM 周回方向 
 
E 
z 
x 
y 
z 
y
x 
z 
x
y 
WGM-TE 
WGM-TM 
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次に、図 2-5 に示すように、微小球表面に物質が付着し、等価的にサイズや屈折率が変化
した場合の、共振波長のシフトについて議論する 20), 21)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-5 付着物による WGM 共振波長シフト 
 
 
物質の付着がない場合、半径(a)の微小球表面に沿って WGM の光が伝播しており、共振
波長は(2.6)式で表せる。 
 
௠ఒ
௡ ൌ 2ߨܽ ・・・(2.6) 
 
ここで、n は微小球の屈折率、m は自然数、λは共振波長である。微小球に物質が付着する
ことで、球の半径と屈折率が等価的に Δa、Δn 変化し、共振波長のシフト量(Δλ)は(2.7)式を
満たす。ただし、Δa << a、Δn << n、と仮定する。 
 
௱ఒ
ఒ ൌ
௱௔
௔ ൅
௱௡
௡  ・・・(2.7) 
 
このため、図 2-5(b)で示すように、微小球の半径と屈折率が増加すると、共振波長は長波長
側にシフトすることがわかる。また、屈折率が変化せず、微小球の半径のみが増加すると、
共振波長のシフト量(Δλ)は(2.8)式で表すことができ、 
 
௱ఒ
ఒ ൌ
௱௔
௔  ・・・(2.8) 
 
λ a 
λ1 λ2=(λ1+Δλ) 
n 
(a) (b) 
Δλ λ2=(λ1+Δλ) 
散
乱
光
強
度
(a
rb
. u
ni
t) 
a+Δa 
n+Δn 
波長(nm) 付着層 
第 2 章 微小光共振器のバイオセンサー応用のための基礎事項 
- 14 - 
(2.7)式と同様に、共振波長は長波長側へシフトすることになる。これは、WGM を利用した
バイオセンシングの基本的な考え方である。 
バイオセンシングでは分子が球表面に付着するのであって、図 2-5 のように均質な膜がで
きるわけではない。しかし、分子の大きさは波長に対して十分小さいので、分子の付着によ
る共振波長のシフトは、微小球周辺の屈折率(ns)、真空の誘電率(ε0)、微小球表面の付着分子
の分極率(α)、微小球表面の付着分子密度(σ)を用いて、(2.9)式のように表すこともできる。 
 
௱ఒ
ఒ ൌ
ఈఙ
ఌబ൫௡మି௡ೞమ൯௔ ・・・(2.9) 
 
 
2.2.3 エバネセント光励起と散乱断面積 
 
共振波長に合致した波長の光で微小球を照射すると WGM が励起され、微小球と相互作
用した光が強く散乱されることが分かっている。微小球内に効率よく WGM を励起するに
は、球内部に周回しやすい光を入射する励起方法が必要となる。しかし、通常の伝搬光を球
に集光し照射する方法は、球内部に入った光がそのまま反対側へ透過してしまうため、効率
的な励起方法ではない。また、微小球表面で WGM を励起することなく反射した光は、通常
の散乱光として検出され、S/N 比率が低下するため、結合効率の良い励起方法が必要となる。 
本研究では、上記問題を解決する方法としてエバネセント光(optical evanescent wave)を利
用した微小球の WGM 励起を採用した 17), 22)。エバネセント光は、図 2-6 に示すように、屈
折率 n1の物質 1 と n2の物質 2(n2＞n1)において、光が物質 2 から物質 1 へ臨界角以上の角度
(θc)で入射し、全反射が起きた場合に、物質 1 側の境界面に染み出す波である。境界面方向
(X 方向)に 2πn2 sinθ/λ の波数をもつ波で、境界面に垂直な方向(Z 方向)には波数の虚数部し
かもたないため、境界面から遠ざかるにつれて、その振幅は指数関数的に減衰し、Z 方向へ
到達できる距離は光の波長程度であるという性質をもつ。このため、エバネセント光の性質
を利用すると、表面近傍に局在し、界面に沿って伝搬する光のみを微小球に作用させること
ができる。したがって、①球のみと作用した散乱光を観測するため、バックグラウンド光が
減少し、②大きな波数をもつ光が球内に侵入するため、球内部に留まりやすく結合効率がよ
くなる。この 2 つの理由により、通常の伝搬光による励起よりも実験上都合がよい。光共振
器とエバネセント光を作用させる方法としては、プリズムによる全反射を用いる方法以外
に、図 2-1 に示すように、光ファイバーを細長くテーパー型に伸ばし、ファイバー内部の全
反射により発生したエバネセント光を作用する方法も考案されている 20),21),23)。 
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図 2-6 全反射で発生するエバネセント光 
 
 
WGM が励起された微小球の光散乱特性については、散乱断面積(scattering cross section) 
を用いて議論されることが多い。散乱断面積は、入射光が物体により、どれだけの強度で散
乱するか断面積で表したものであり、横波として伝搬していく散乱波を全立体角で積分す
ることにより求めることができる 24)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-7 入射光による微小球の散乱 
 
 
図 2-7 は、均一な媒質(Ⅰ)から媒質(Ⅱ)の微小球(半径 a)に入射された光が散乱した状態を
模式的に表している。散乱場を取り扱うには極座標(r、θ、φ)が便利なため、極座標表示され
た微小球外側の完全誘電体の媒質中において、電場(E)と磁場(H)を用い、散乱光のポインテ
ィングベクトル(I(scat))は、(2.10)式のように表すことができる 17), 24)。 
 
ܫሺ௦௖௔௧ሻ ൌ ଵଶ ׬ ݎଶ
గ
଴ sin ߠ ݀ߠ ׬ ݀ߔ
ଶగ
଴ ቀܧఏሺ௦௖௔௧ሻ	ܪఃሺ௦௖௔௧ሻ∗ െ ܧఃሺ௦௖௔௧ሻ	ܪఏሺ௦௖௔௧ሻ∗ቁ  
X 
Z 
n1 
n2 
θ>θc 
n2>n1 入射光 反射光 
境界面からの距離
振幅幅 
エバネセント光 
≈λ 
媒質(Ⅰ) 
Z 
媒質(Ⅱ) 
μ(Ⅰ)、ε(Ⅰ)、k(Ⅰ)
ｘ a 
y 
Ex Hy 
入射光
散乱光
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   ൌ ଵଶට
ఓሺⅠሻ
ఌሺⅠሻ
గ
௞ሺⅠሻమ 	・	2∑ ሺ2݊ ൅ 1ሻ௡ ሺ|ܽ௡|ଶ ൅ |ܾ௡|ଶሻ  
ൌ ටఓሺⅠሻఌሺⅠሻ
గ
௞ሺⅠሻమ 	∑ ሺ2݊ ൅ 1ሻ௡ ሺ|ܽ௡|ଶ ൅ |ܾ௡|ଶሻ ・・・(2.10) 
 
ここで、μ(Ⅰ)、ε(Ⅰ)、k(Ⅰ)は、微小球外側の透磁率、誘電率、波数であり、an、bn は微小球内
外の電磁界型のモード分散を表す任意定数である。微小球を励起する光の角周波数(ω)が
WGM の角周波数に近づくと、共振現象により an、bn は増大する。そのため、微小球内で
WGM が励起されると散乱強度が大きくなることがわかる。 
 
また、入射光強度(I(in))は、Z 方向へ進み、x、y 方向に振幅する電場(Ex)と磁場(Hy)を用い、
ቚܧ௫ሺ௜௡ሻቚ ൌ 1とすると、(2.11)式のようになる。 
 
    ܫሺ௜௡ሻ ൌ ଵଶ ܧ௫
ሺ௜௡ሻܪ௬ሺ௜௡ሻ∗  
ൌ ଵଶට
ఓሺⅠሻ
ఌሺⅠሻ  ・・・(2.11) 
 
したがって、(2.10)式と(2.11)式より、散乱断面積(Cscat)は(2.12)式のように表すことができる。 
 
Ｃ௦௖௔௧ ≡ ܫሺ௦௖௔௧ሻ/ܫሺ௜௡ሻ 
ൌ ଶగ௞ሺⅠሻమ 	∑ ሺ2݊ ൅ 1ሻ௡ ሺ|ܽ௡|ଶ ൅ |ܾ௡|ଶሻ ・・・(2.12) 
 
散乱断面積を球の幾何学的な断面積(πa2)で割り、無次元化した値を Qscatとすると、(2.13)
式のようになる。 
 
Ｑ௦௖௔௧ ൌ Ｃ௦௖௔௧/πܽଶ 
ൌ ଶ
ቀ௞ሺⅠሻ௔ቁమ
	∑ ሺ2݊ ൅ 1ሻ௡ ሺ|ܽ௡|ଶ ൅ |ܾ௡|ଶሻ ・・・(2.13) 
 
なお、光が微小球に入射し、微小球内で吸収される強度は、吸収断面積(Qabs)と散乱断面積
強度(Qscat)の和であり、入射強度に対して消散された強度は、消散断面積(Qext)となるので、
Qabs、Qscatと Qextの間には(2.14)式の関係が成り立つ。 
 
Ｑ௘௫௧ ൌ Ｑ௦௖௔௧ ൅Ｑ௔௕௦ ・・・(2.14) 
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2.3 バイオセンサー 
 
2.3.1 バイオ分析 25) 
 
バイオ分析は、DNA を調べるゲノム解析や遺伝子の発現を mRNA レベルで調べるトラン
スクリプトームなど、医療分野をはじめ、化学、環境、農林水産、食品など幅広く応用され
ている。 
エレクトロニクス分野が IC や LSI などに集積化されるように、バイオ分野も化学反応・
分離・精製・検出などの化学操作をマイクロ空間に集積化することで、操作時間や複雑な作
業の軽減、試料や試薬量の低減、装置の小型化、検出機器の低コスト化などの様々な効果が
ある。 
しかし、一般にタンパク質の分析は、DNA 分析に比べて分析対象の多様性が高いため、
分子の同定が困難である。さらには、PCR のように増幅法も存在しないため、特定の物質の
みを超高感度に検出し、選択的に分析することができない。そこで、本研究では、生体成分
の分子認識に抗体と呼ばれるタンパク質を利用し、抗原抗体反応(antigen-antibody reaction)に
より、特定の物質に対する選択性を高めるバイオセンシングに着目した。2.2 節で述べた光
共振器と組み合わせた新規のバイオ分析システムを開発することで、分析装置を小型化し、
誰でも安く早く簡便に利用できる高感度な分析装置の実現が期待できる。 
 
 
2.3.2 抗原抗体反応 25) 
 
生体成分の分析を目的として、酵素(enzyme)や抗体(antibody)を利用したバイオ分析が研究
開発されている。酵素や抗体などは特定の物質を見分けて結合するが、それ以外の物質には
よく似た性質をもっていても結合しない性質をもつため、物質の精製、検出、定量など様々
な分野で応用されている。抗原と抗体が結合する現象は特異的結合(specific binding)、あるい
は、特異的相互作用(specific interaction)と呼ばれ、原則として、結合した物質は離れること
ができる可逆的(reversible)な性質をもつ。抗原と抗体は特異的結合が非常に強く、細菌やウ
イルス、花粉など、動物個体にとって異物となる非自己成分(いわゆる、抗原: antigen)が進入
すると、防御反応(免疫反応)として発動する。また、近年では生命科学技術の発展により、
目的とする酵素と特異的結合する抗体が見つからない場合でも、酵素を抗原として特異的
抗体を作製することが可能となっている。 
分子レベルで両者の構造を見ると、「抗原と抗体」は「鍵(凸)と鍵穴(凹)」に例えられるよ
うに「特異的結合部位」をもつタンパク質である。タンパク質は多種多様で複雑な立体構造
だが、表面のどこかに凸凹の「特異的結合部位」をもっている。この凹はタンパク質分子全
体の大きさ(直径、約数 nm~数十 nm)と比較しても非常に小さく、結合部位の直径は 1~2nm
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程度である。図 2-8 に示すように、イムノグログリン G(IgG)抗体の構造は、基本的に抗体の
立体構造は同じで、枝のつけ根や幹の「定常領域: Fc」は殆ど同じである。異なるのは枝の
先端が 2 つに分かれた「可変領域: Fab」であり、この「Fab」の「抗原結合部位」の違いに
より特異的結合の特性が異なってくる。また、「抗原と抗体」の特異的結合には「鍵(凸)と鍵
穴(凹)」の形だけの一致ではなく、結合部位の相互作用(イオン間の相互作用、水素結合、疎
水結合、金属とのキレート結合、弱い共有結合)も影響する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-8 イムノグログリン G(IgG)抗体の構造 
 
 
2.3.3 抗体の固定化方法 26) 
 
目的とする抗原(酵素)を検出するためには、特異的結合部位をもつ抗体を、支持体(support)
に固体化(immobilization)しておく必要がある。このため、どのような支持体と抗体を選択し、
どのような方法で固定化するかが非常に重要となる。また、図 2-8 に示すように、抗体は定
常領域(Fc)の根元だけで固定化されると、可変領域(Fab)の 2 つの抗原結合部位が外側を向く
ので、抗原抗体反応の効率が良いことがわかる。 
図 2-9 に示すように、支持体に抗体を固定化する方法として、a) 物理的吸着法、b) イオ
ン結合法、c) 共有結合法、d) 特異的結合法がある。 
 
 
 
 
 
 
a) 物理的吸着法、   b) イオン結合法、   c) 共有結合法、    d) 特異的結合法 
図 2-9 固定化方法 
可変領域: Fab 
(Fragment、antigen、binding) 
定常領域: Fc 
(Fragment、crystal) 
抗原結合部位 
支持体 
抗体 
－(+)
(+)－ 共有結合
特異的に
結合する
分子 
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a) 物理的吸着法、b) イオン結合法は、固定化の安定性という点で非常に劣るため、現在で
は殆ど使われていない。c) 共有結合法は、共有結合を利用して抗体を固定化する一般的な
方法であり、d) 特異的結合法は、支持体に予め固定化しておいた分子(リガンド: ligand)等と
抗体を特異的結合する方法である。その他にも、有機物とケイ素から構成される化合物で、
有機材料と無機材料を結合させるシランカップリング法もある。いずれの方法を選んでも、
支持体(本研究では微小球)の材質と表面の修飾状態に合わせ、最適な結合方法を選択する必
要がある。 
 
 
2.3.4 抗原抗体反応の反応速度 27) 28) 
 
抗原抗体反応の強さの評価は、親和定数(KA)、または、その逆の解離定数(Kd)で表し、KA
は大きいほど、Kdは小さいほど結合力が強いことを示す。図 2-10 に示すように、溶液中の
遊離状態で抗原抗体反応が起こると、抗原抗体の複合体濃度 X(M)の変化は、会合速度定数: 
kon(M-1s-1)、解離速度定数: koff(s-1)、および、遊離の抗体濃度:Abfree、遊離の抗原濃度:Agfreeを
用いた(2.15)式で与えられる。 
 
ௗ௑
ௗ௧ ൌ ݇௢௡ܣܾ௙௥௘௘ܣ݃௙௥௘௘ െ ݇௢௙௙ܺ ・・・(2.15) 
 
十分な時間が経ち、反応が平衡に達すると、(2.15)式の左辺=0 となるため、親和定数を、
KA=kon/koffと定義すれば、(2.16)式のようになる。 
 
ܭ஺ ൌ ௞೚೙௞೚೑೑ ൌ
௑
஺௕೑ೝ೐೐஺௚೑ೝ೐೐ ・・・(2.16) 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-10 溶液中の抗原抗体反応 
 
 
＋ 
抗体 抗原 
Abfree Agfree 
kon 
koff 
複合体 
X 
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しかし、実際の検査においては、抗原抗体を反応させる時間が限られているため、ほとんど
(2.16)式で議論することはできない。そのため抗体が支持体に固定化した場合を仮定し、
(2.15)式を解析的に解いていく。 
 
まず、溶液中の抗原抗体反応は一般に拡散律速のため、その速度は分子が小さい抗原の
拡散速度によって決定する。そのため、図 2-11 に示すように、抗体を支持体に固定化する
と、会合は溶液中の抗原の拡散によって支配されるので、抗原と支持体の相互作用を無視し、
会合速度は殆ど抗原と抗体が反応する場合と同じになる。逆に、抗原を固定化すると会合速
度は遅くなる。さらには、会合と解離の速度は、支持体と抗体(または、抗原)による非特異
的な相互作用や、支持体に固定化される抗原結合部位の向きによっても影響を受ける。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-11 抗体を固定化した場合の抗原抗体反応 
 
 
このため、(2.15)式は、固定化された抗体の会合速度定数: k’on(M-1s-1)、溶液中を遊離してい
る抗原の解離速度定数: k’off(s-1)、および、抗原結合部位を外側にもつ抗体の濃度: Cfree、溶液
中を遊離する抗原濃度: Afreeを用い、(2.17)式のように置き換えられる。 
 
ௗ௑
ௗ௧ ൌ ݇ᇱ௢௡ܥ௙௥௘௘ܣ௙௥௘௘ െ ݇ᇱ௢௙௙ܺ ・・・(2.17) 
 
ここで、抗原との結合に有効な全抗体濃度を C、溶液中の全抗原濃度を A とすると、 
それぞれ(2.18)式と(2.19)式のように表すことができる。 
 
C ൌ ܥ௙௥௘௘ ൅ ܺ ・・・(2.18) 
A ൌ ܣ௙௥௘௘ ൅ ܺ ・・・(2.19) 
 
(2.18)式と(2.19)式を(2.17)式に代入すると、(2.20)式が得られる。 
＋ 
抗体 抗原 
Ｃfree Ａfree 
k’on
k’off 
複合体 
X 
支持体 
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݀ܺ
݀ݐ ൌ ݇
ᇱ௢௡ሺܥ െ ܺሻሺܣ െ ܺሻ െ ݇ᇱ௢௙௙ܺ 
ൌ ݇ᇱ௢௡ܺଶ 	െ ݇ᇱ௢௡ ቀܥ ൅ ܣ ൅ ௞
ᇲ೚೑೑
௞ᇲ೚೙ ቁ ܺ ൅ ݇
ᇱ௢௡ܥܣ ・・・(2.20) 
 
さらには、݌ ൌ ܥ ൅ ܣ ൅ ௞ᇲ೚೑೑௞ᇲ೚೙、q ൌ ܥܣとし、時間変化(t)による抗原抗体の複合体濃度(X)を
積分により求めていく。(なお、反応開始時 t=0 は、X=0 とする。) 
 
׬ ௗ௑௑మି௣௑ା௤
௑
଴ ൌ ݇ᇱ௢௡ ׬ ݀ݐ
௧
଴  ・・・(2.21) 
 
(2.21)式の被積分関数の分母にあるܺଶ െ ݌ܺ ൅ ݍは、判別式D ൌ ݌ଶ െ 4ݍ ൐ 0であるので、解の
公式より、方程式ܺଶ െ ݌ܺ ൅ ݍ ൌ 0に対する αと βの解が与えられる。 
 
ߙ ൌ ௣ା√஽ଶ  ・・・(2.22) 
ߚ ൌ ௣ି√஽ଶ  ・・・(2.23) 
 
(2.22)式と(2.23)式より、α െ ߚ ൌ √ܦ となるため、(2.21)式は(2.24)式のように展開できる。
(なお、√ܦ ൌ ܽとする。) 
 
ଵ
ఈିఉ ׬ ቀ
ଵ
௫ିఈ െ
ଵ
௫ିఉቁ
௑
଴ ݀ܺ ൌ ݇ᇱ௢௡ ׬ ݀ݐ
௧
଴   
1
ߙ െ ߚ ൤ln
ݔ െ ߙ
ݔ െ ߚ൨଴
௑
ൌ ݇ᇱ௢௡ሾݐሿ଴௧  
ln ൜൬ܺ െ ߙܺ െ ߚ൰ ∙
ߚ
ߙൠ ൌ ܽ ∙ ݇
ᇱ௢௡ݐ 
ߚሺܺ െ ߙሻ ൌ ߙሺܺ െ ߚሻ ∙ ݁௔∙௞ᇲ೚೙௧ 
ܺ൫ߚ െ ߙ݁௔∙௞ᇲ೚೙௧൯ ൌ ߙߚ൫1 െ ݁௔∙௞ᇲ೚೙௧൯ ・・・(2.24) 
 
よって 
ܺ ൌ ఈఉቀଵି௘
ೌ∙ೖᇲ೚೙೟ቁ
ఉିఈ௘ೌ∙ೖᇲ೚೙೟  ・・・(2.25) 
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(2.25)式で表されるように、抗原と抗体の複合体濃度(X)は、時間(t)が経過するにつれて、指
数関数的に変化することがわかる。 
これらの変化量を WGM の共振ピーク波長のシフト量(Δλ)と比較することで、抗原抗体反
応が平衡状態となる時間や抗原濃度の下方検出限界を評価することができる。 
 
 
2.4 まとめ 
 
本章では、本研究における微小球の WGM を利用したバイオセンシングの基礎知識につ
いて述べた。高い Q 値をもつ光共振器として、微小球の選定は、材質(屈折率)、サイズ、真
球性を考慮することが重要であり、抗原抗体反応を利用するセンシングは、微小球表面に最
適な方法で抗体を強固に固定化する必要がある。微小球表面の吸着は、散乱光スペクトルか
ら取得す共振ピーク波長のシフト量(Δλ)から判定でき、Mie 理論の散乱断面積により解析す
ることで、吸着する物質(ここでは、抗体や抗原)の反応状態を推定することができる。さら
には、抗原抗体の反応速度より、複合体濃度は時間と共に指数関数的に増加するため、共振
ピーク波長の経時変化量と比較することで、反応時間や下方検出限界濃度を決定できる。 
次章からは、微小球プローブの作製と評価、および、微小球の散乱光スペクトルを検出す
る顕微分光計測システムの構築、抗原抗体反応における光学特性について述べていく。 
 
 
 
 
2.5 参考文献 
 
1） 田邊孝純, “微小光共振器を開発し光回路を : 超省電力社会を実現する”  
慶應義塾大学理工学部 新版 窮理図解, 4, 2 (2010) 
2） K. J. Vahala, Nature, 424, 14, 839–846 (2003) 
3） J. M. Gerard, B. Sermage, B. Gayral, B. Legrand, E. Costard, and V. Thierry-Mieg, Phys. Rev. 
Lett., 81, 1110–1113 (1998) 
4） K. Djordjev, S. J. Choi, and P. D. Dapkus, IEEE Phot. Technol. Lett., 14, 828–830 (2002) 
5） P. Rabiei, W. H. Steier, Cheng Zhang and L. R. Dalton, J. Lightwave Technol., 20, 1968–1975 
(2002) 
6） K. Srinivasan, P. Barclay, O. Painter, J. Chen, C. Cho, and C. Gmachl, Appl. Phys. Lett., 83, 
10, 1915-1917 (2003) 
7） C. J. Hood, T. W. Lynn, A. C. Doherty, A. S. Parkins, and H. J. Kimble, Science 287, 1447–
1453 (2000) 
第 2 章 微小光共振器のバイオセンサー応用のための基礎事項 
- 23 - 
8） J. R. Buck, and H. J. Kimble, Phys. Rev. A 033806 (2003) 
9） D. W. Vernooy, V. S. Ilchenko, H. Mabuchi, E. W. Streed, and H. J. Kimble, Opt. Lett., 23, 
247–249 (1998) 
10） T. J. Kippenberg, S. M. Spillane, and K. J. Vahala, Appl. Phys. Lett., 85, 25 (2004) 
11） T. Tanabe, M. Notomi, E. Kuramochi, A. Shinya and H. Taniyama, Nature Photon., 1, 1, 49-
52 (2007) 
12） 前田光男, “量子エレクトロニクス”, ㈱昭晃堂 (1987) 
13） P. W. Barber, and R. K. Chang, ed. : Optical Effects Associated with small Particles (World 
Scientific Publishing, Singapore, New Jersey, Hong Kong) (1988) 
14） R. W. Chang, and A. J. Campillo, ed. :Optical processes in microcavities (World Scientific 
Publishing, Singapore, New Jersey, London, Hong Kong) (1996) 
15） J. W. S. Rayleigh, “Theory of Sound” (1911), “The Problem of Whispering Gallery” in 
Scientific papers, Cambridge Univ., 5, 617 (1912) 
16） A. Stratton, Electromagnetic Theory, Mcgrow-Hill, New Yook (1941) 
17） 福井萬壽夫, 大津元一, “光ナノテクノロジーの基礎”, オーム社 (2003) 
18） 五神真, 応用物理, 65, 9, 950-954 (1996) 
19） 山口堅三, “徳島大学大学院工学研究科博士後期課程 博士学位論文”（2008） 
20） F. Vollmer, S. Arnold, Nature Methods, 5, 7, 591-596 (2008) 
21） S. Arnold, R. Ramjit, D. Keng, V. Kolchenko and I. Teraoka, Faraday Discuss., 137, 65–83 
(2008) 
22） 大津元一, “現代光科学〈1〉光の物理的基礎”, 朝倉書店 (1994) 
23） S. Soria, S. Berneschi, M. Brenci, F. Cosi, G. N. Conti, S. Pelli, and G.C. Righini, Sensors, 
11, 785-805 (2011) 
24） 木下修一, “生物ナノフォトニクス 構造色入門”, 朝倉書店 (2010) 
25） 北森武彦, “マイクロ・ナノ化学チップと医療・環境・バイオ分析”, 技術教育出版社 
(2009) 
26） 笠井献一, 松本勲武, 別府正敏, “アフィニティークロマトグラフィー”, 東京化学同
人 (1991) 
27） 片倉啓雄, “バイオプロセスシステム”, 第 4 章, 4 シーエムシー出版 (2009) 
28） 片倉啓雄, “競合 ELISA の精度に及ぼす抗体の特性の影響”, 平成 18 年度厚生労働科
学研究費補助金政策創薬総合研究推進事業成果発表会(要旨), 97 (2009) 
 
 - 24 - 
第 3 章 微小球プローブの作製および評価 
 
 
3.1 はじめに 
 
本章では、光共振センサーとして使用する微小球プローブの作製と評価について述べる。
Mie 理論を使用した散乱断面積の計算結果に基づき、溶液中でもセンサーとして使用できる
最適な微小球の仕様を選定し、選定した微小球に抗体を固定化した。また、抗体の固定化量
を吸光度測定により算出した。 
 
 
3.2 微小球の選定 
 
本研究では、汚染物質として大腸菌群が産生する分解酵素(β-Galactosidase)を検出するが、
検出を行う環境は溶液中である。空気中の屈折率(n=1)と比較すると、溶液の屈折率(水の場
合、n=1.33)は高いため、微小球との相対的な屈折率差が小さくなり、微小球への光閉じ込め
効果が弱くなることが予想される。また、実験で使用する微小球のサイズは、観測や WGM
に影響を与えるため、微小球の最適な材料とサイズを選定する必要がある。そこで本研究で
は、Mie 理論に基づき数値的に解いた微小球の散乱面積の計算結果と比較することで、溶液
中でも WGM のピーク波形を確認できる球径と屈折率を検証し、実験で用いる微小球の仕
様を選定する 1)~3)。 
図 3-1(a)は、Mie 理論に基づいたシリカ微小球(以下、SiO2 微小球)における散乱断面積の
解析解である。微小球の直径(D)と屈折率(n)は 10μm と 1.40、周囲媒質は空気の屈折率(nair=1)
としている。Mie 理論の散乱断面積には、TE と TM 偏光の情報が含まれているため、共振
波長に対して電界強度分布を計算した。図 3-1(b)および(c)は、共振波長(603.2nm)の光を入射
した後の、微小球表面の電界分布強度を示している。電界強度分布の計算は、空気中に浮い
た球に平面波の光を入射し、球中心を含む断面での分布を表示している。また、本研究では、
入射面に対して電界ベクトルが平行、および、垂直となる方向を、それぞれ TM 偏光、TE
偏光としている。 
散乱断面積の計算結果より、微小球を照射する入射波長が WGM の共振波長に一致する
と、WGM 励起に対応したピークが現れ、かつ、ピークが現れる波長は周期的であることを
確認できる。ここで、散乱断面積の共振波長が 603.2nm である電界分布強度を計算すると、
TM 偏光のみに微小球表面を周回する WGM を確認することができた。このため、共振ピー
ク波長では、それぞれの偏光に対応する WGM が励起されていることがわかる。 
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図 3-1 散乱断面積と電解分布強度 
 
 
図 3-2 は空気中(nair=1)における、微小球の直径(D)がそれぞれ異なる散乱断面積スペクト
ルを示している。ここで、微小球の屈折率(n)は 1.40 である。微小球の直径(D)が大きくなる
と WGM の周期的な共振ピーク波長の間隔は狭くなり、逆に、直径(D)が小さくなると共振
ピーク波長の間隔は広くなることがわかる。実験における散乱光測定では、微小球の照射位
置を顕微鏡で確認し、散乱光のピーク波長の変化を分光器で検出する。このため、「微小球
が光学顕微鏡で容易に観測できるサイズ」かつ「ピーク波長の間隔が分光器で容易に判別で
きること」が必要となる。このため、直径(D)を 5μm~15μm に絞り検証した結果、直径(D)が
5μm では微小球への照射位置の調整が難しく、一方、15μm では分解能を高くして判別する
ため、分光器のスリット幅が狭く十分な光量を確保できない。よって、これらを考慮すると、
本研究で使用する微小球の直径(D)は「10μm」が最適であると判断した。 
 
  
 
図 3-2 微小球径を比較した散乱断面積スペクトル(空気中) 
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図 3-3 は周囲溶媒が水(nwater=1.33)における、微小球の屈折率(n)が異なる散乱断面積スペク
トルを示している。ここで、微小球の直径(D)は 10μm である。微小球の屈折率を n=1.40 と
すると、図 3-1 に示すように、空気中(nair=1.0)では周期的な WGM の波形を確認できるが、
図 3-3 に示すように、溶液中(水、nwater=1.33)になると、WGM の波形を確認することができ
なくなる。一方、微小球の屈折率を n=1.50 に増加すると、WGM 励起に対応するブロード
で周期的な波形が確認され、さらには、微小球の屈折率を n=1.6 まで増加すると、周期的で
鋭い共振ピークを確認することができる。 
このため、本研究では屈折率が n≈1.4 の SiO2微小球は、溶液中で WGM を確認することが
できないため、屈折率が n≈1.6 のポリスチレン微小球(以下、PS 微小球)を選定した。幸いな
ことに、PS 微小球は真球度が高く、表面修飾も多様な材料の一つである。 
 
 
図 3-3 微小球の屈折率を比較した散乱断面積スペクトル(溶液中) 
 
 
3.3 抗体固定化プローブの作製 
 
3.3.1 微小球と試薬 
 
WGM 共振を微小球表面に発生させるためには、高い真球度と屈折率をもつ微小球を選定
する必要がある。本研究では、micromod Partikeltechnologie 社(ドイツ)から、蛍光 PS 微小球
(micromer-redF、#30-02-104)と PS 微小球(micromer、#01-02-104)を購入した。微小球の直径
は 10μm(CV 値<10%)であり、球表面はカルボキシル基(-COOH) により修飾されている。蛍
光微小球の蛍光励起スペクトルは552nm付近にピークがあり、発光スペクトルは波長580nm
が最大となり、半値幅 40nm 程度のブロードな波形となる。 
また、PS 微小球に固定化する Rabbit IgG 由来の抗体(anti-β-Galactosidase)は㈱医学生物学
研究所、PS 微小球と抗体(anti-β-Galactosidase)を結合するカップリング材(Polylink Protein 
Coupling Kit)は Polysciences 社(USA)、抗原抗体反応に使用する大腸菌由来の酵素(β-D-
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Galactosidase、072-04141)は和光純薬工業㈱より、それぞれ試薬を購入した。なお、全ての実
験で用いた超純水は Milli-Q システムにより精製し、使用した超純水の電気伝導度(σ)は
0.055μS/cm 以下であった。 
 
 
3.3.2 抗体(anti-β-Galactosidase)の固定化方法 
 
図 3-4 は、分散した単一 PS 微小球と抗体(anti-β-Galactosidase)を固定化する反応過程を示
す。固定化は 1.5ml のエッペンチューブ内で反応させる。 
 
図 3-4 PS 微小球表面への抗体の固定化方法 
 
まず、緩衝液(Polylink Coupling Buffer)で PS 微小球を 2~3 回洗浄した後に、脱水縮合を促
進させるカルボジイミド(EDAC)溶液を混合し、室温にて 15 分程度ゆっくり反応させる。そ
の後、抗体(anti-β-Galactosidase)を投入し、室温にて 1 時間ゆっくりと攪拌しながら反応させ
ると、PS 微小球表面のカルボキシル基(-COOH)と抗体(anti-β-Galactosidase)のアミノ基(-NH2)
が脱水縮合し、アミド結合(-CO-NH-)が形成される。アミド結合は強固な共有結合であるた
め、これらの結合で作製した微小球プローブは、強靭性と耐熱性の面からも安定している。 
次に、「抗体が固定化した微小球」と「固定化しなかった抗体」を分離するために、混合
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溶液を遠心分離する。「抗体が固定化した微小球」はエッペンチューブの底面に沈殿し、「固
定化しなかった抗体」は上面に分離されるため、上澄みの溶液を取り除き、沈殿した「抗体
が固定化した微小球」には再び緩衝液を加え分散させる。これらの作業を 2~3 回繰り返す
ことで、「抗体が固定化した微小球のみ」(すなわち、微小球プローブ)を得ることができる。 
最後に、微小球表面に結合した抗体(anti-β-Galactosidase)の量は、「固定化前の抗体溶液」
と遠心分離で取り除いた「上澄み溶液」(すなわち、「固定化しなかった抗体」)の吸光度を比
較し、算出することができる。 
 
 
3.4 吸光度測定評価 
 
PS 微小球と抗体(anti-β-Galactosidase)の固定化状態を評価するため、図 3-5 に示すように、
微小球に固定化しなかった抗体溶液の吸光度(Absorbance)を測定する。 
 
 
 
図 3-5 微小球プローブの吸光度測定評価 
 
 
図 3-6 に示すように、吸光度(Absorbance)は、ランベルト･ベールの法則（Lambert-Beer’s 
low）により、光の透過と溶液中の物質濃度の関係より決定される数値である 4)。 
 
吸光度(A) ൌ logଵ଴ ቀூబூ ቁ ൌ ε	l	c・・・(3.1) 
 
ここで、Io は入射光の強度、 I は透過光の強度、 ε はモル吸収係数、 l は光路長、 c は物
質の濃度を示す。なお、濃度はモル濃度(mol/L)ではなく重量濃度(µg/mL)を使用する。 
 
 
固定化しなかった抗体溶液 
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図 3-6 ランベルト･ベールの法則（Lambert-Beer’s low） 
 
 
(3.1)式より、溶液の吸光度(A)は、入射光に対して透過率が低いほど高い数値になることが
わかる。さらには、溶液のモル吸光度係数(ε)、光路長(l)：セル厚み、濃度(c)に比例するため、
同一の物質を同じセル厚みで測定すると、吸光度(A)は溶液の濃度(c)に比例することがわか
る。 
本測定では、固定化しなかった抗体溶液の吸光度(A)を、厚み 1cm のセルを使用し、分光
光度計(㈱島津製作所、UV-1200)で測定する。セル厚み(l)が 1cm で吸収ピークが 280nm の場
合、タンパク質溶液の吸光度(A)は 1、タンパク質濃度(c)は約 1 mg/mL となるため 5)、吸光
度(A)とタンパク質濃度(c)には(3.2)式の関係が成り立つ。 
 
ܣଶ଼଴ ൌ 1.0 ൌ 1.0	mg/mL ൌ 1.0μg/μL・・・(3.2) 
 
ここで、A280は λ=280nm の紫外光で照射した吸光度(A)の値を表す。抗体が微小球に固定化
するにつれて、固定化しなかった抗体溶液の濃度は減少し、抗体に吸収される光も少なくな
るため、吸光度は減少する。 
測定の結果、反応前の抗体溶液の吸光度(A280)は 0.136、1 時間反応後の抗体溶液(固定化し
なかった抗体溶液)の吸光度(A280)は 0.093 であった。ここで、脱水縮合材に用いたカルボジ
イミド(EDAC)溶液はそれぞれに含有し、吸光度(A280)は 0.005 と非常に微弱であったため、
吸光度変化に影響を与えるレベルではない。このため、測定による吸光度の減少は、抗体が
PS 微小球表面に固定化したことを意味する。 
本実験では、抗体溶液を 15 倍に希釈して吸収度の測定を行ったため、実際の PS 微小球
表面には、15 倍の抗体量が固定化していることになる。そのため、(3.2)式より、吸光度を
15 倍して抗体溶液の濃度を算出すると、反応前の抗体濃度は 2.040(μg/μL)、反応後の抗体濃
度(固定化しなかった抗体溶液)は 1.395(μg/μL)となる。これらの抗体溶液を反応前後で差分
すると、微小球表面に固定化した抗体濃度は 0.645(μg/μL)となり、抗体の固定化比率は 30%
入射光:I0 透過光:I 
光路長:l 
濃度:c 
モル吸光度係数:ε 
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以上である。さらには、同様の固定化方法で反応時間を 17.5 時間と長くすると、反応後の
吸収度(A280)は 0.069、抗体濃度(固定化しなかった抗体溶液)は 1.035(μg/μL)となる。よって、
微小球表面に固定化した抗体濃度は 1.005(μg/μL)となり、固定化比率は 49.2%である。 
なお、溶液中に含まれる PS 微小球の数量は、9.3×107 個/mL であるため、単一の微小球
に固定化した抗体の量は、6.935pg～10.806pg と推定することができる。 
 
 
3.5 まとめ 
 
本章では、本研究で使用する微小球プローブを作製するため、微小球の選定、および、抗
体(anti-β-Galactosidase)の固定化方法と評価について述べた。微小球の選定では、WGM の共
振ピーク波長の間隔、検出強度、実験における操作性を考慮した結果、直径 10μm、屈折率
1.59 のポリスチレン (PS)微小球が最適であることがわかった。また、抗体 (anti-β-
Galactosidase)のアミノ基(-NH2)と PS 微小球に修飾されたカルボキシル基(-COOH)は、脱水
縮合によりアミド結合(-CO-NH-)させた。抗体(anti-β-Galactosidase)の固定化量を吸光測定
(λ=280nm)により評価した結果、固定化比率は約 30~50%であり、単一微小球に固定化した
抗体の量は 6.935pg～10.806pg と推定した。 
次章以降では、顕微分光計測システムにより微小球表面に固定化している抗体の状態につ
いて検証していく。 
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第 4 章 顕微分光測定システムの構築 
 
 
4.1 はじめに 
 
本章では、単一の微小球を励起し、散乱光を検出する顕微分光システムについて述べる。
油浸対物レンズを使用し、全反射減衰配置より発生したエバネセント光を微小球に照射す
ることで、微小球表面に WGM を効率的に励起した。また、溶液中の微小球を暗視野照明で
観察し、散乱光スペクトルを高感度に検出するシステムを構築した。 
 
 
4.2 システム構成 
 
4.2.1 実験光路 
 
本研究では、「蛍光微小球」と「通常の微小球」の WGM を評価するために、使用する光
源と偏光方向の選択方法が異なる。まず、図 4-1 に示すように、「蛍光微小球」では光源に
Spectra-Physics 社(USA)のグリーンレーザー(Millennia、CW 532nm)を使用し、シグマ光機㈱
の λ/2 板(雲母材料、WPM-20-2P)を 45°回転することにより、TE または TM の偏光方向を
選択した。さらには、分光器の入射スリット前に、駿河精機㈱のシャープカットフィルター
(S76-O56)、または、㈱オプトライン(Semrock 社製)のラマン分光用エッジフィルター(LPD01-
532RS-25)を設置し、蛍光スペクトルに含まれる励起波長(λ=532nm)を軽減させた。 
 
図 4-1 蛍光微小球の光学測定システム 
分光器
フィルタ 
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一方、図 4-2 に示すように、「通常の微小球」では光源に Technology 社(USA)の白色光源
(Energetiq、LDLS-EQ99、170 - 2100nm)を使用し、シグマ光機㈱の偏光子(グラントムソンプ
リズム、GTPC-10-25AN)を 90°回転することにより、ランダム偏光から TE または TM の偏
光方向を選択した。この白色光源は、レーザー励起のアークランプであるため発光部が
φ0.1mm と小さく、従来のランプ光源より微小スポットへの高輝度集光照射ができる。加え
て、発光スペクトルに輝線が少なく、発光部の揺らぎも殆ど無いため、十分な S/N 比率を確
保しながら WGM 共振ピークを安定して検出することができる。さらには、微小球プロー
ブを照射する波長域には、タンパク質がダメージを受ける紫外光、および、照射部の温度が
上昇する赤外光を含むため、シグマ光機㈱のシャープカットフィルター(SCF-50S-37L)とコ
ールドフィルター(CLDF-50S)を挿入し、不要な波長域をカットした。 
 
図 4-2 通常の微小球の計測システム 
 
 
図 4-3 に示すように、それぞれ共通の観測手法において、微小球は旭硝子㈱のガラスベー
スディッシュ(ベースガラスの材料:ホウケイ酸、直径:12mm、厚み:0.15 - 0.18mm)に配置され
る。観測で使用するガラスベースディッシュは四方角に加工し、顕微鏡ステージのプレート
治具に固定した。 
微小球からの散乱光を検出する分光器は、浜松ホトニクス㈱の分光器(PMA50)を使用し、
WGM の光量と波長分解能が最適となるように、スリット幅、グレーティング（3 種類）、中
心波長、測定時間を設定した。本研究では最終的に、1 回の測定時間 :3s、スリット
幅:100~400μm、波長分解能:1.0nm 以下となる条件でスペクトルを検出したが、直径 10μｍの
単一微小球を効率よく励起し、かつ、溶液中における微小球の散乱光を高感度に検出するこ
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とは非常に難しい。このため、次項から述べる微小球の励起方法と観測手法を用いることで
S/N 比率を向上し、WGM のピーク波形の検出を実現した。 
 
 
 
図 4-3 ガラスベースディッシュの加工 
 
 
4.2.2 油浸対物レンズによる励起方法 
 
図 4-4 に示すように、本実験では㈱ニコンの油浸対物レンズ(CFI 100×H、NA 1.25)を倒立
型に設置し、カバーグラスの裏面側から全反射-励起構成で光を入射することで、カバーグ
ラス表面と空気(または、溶液)の境界面にエバネセント光を発生させる。この全反射-励起構
成は、Ishikawa などが提案した実験と基本的に同じであり、本実験では全反射する入射角度
(θ)を 50°以上に調整した 1),2)。 
 
 
図 4-4 倒立型油浸対物レンズによる励起方法 
 
12mm 
側面カット
入射光 
反射光
入射光
反射光
油浸対物レンズ 
イマージョンオイル
エバネセント光 
カバーグラス 
XYZ ステージ
反射ミラー 
θ 
カバーグラス 
プレート治具 
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本実験では、入射光が油浸対物レンズの後焦点面で平行光になるように、レンズを用いて
一定の倍率に拡大しコリメートしている。このため、図 4-5 に示すように、光路上のピンホ
ールを上下にスライドすることで、油浸対物レンズへの入射光位置が中心部から辺縁部へ
シフトし、カバーグラス表面からの全反射光を容易に確認することができる。 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-5 対物レンズの入射光位置による反射像 
 
 
次に、図 4-6 に示すように、カバーグラスからの透過光を観察すると、入射光が対物レン
ズの中心部から辺縁部へシフトするにつれて、透過光が減少していく様子が確認できる。透
過光が無くなると、入射光は全反射光のみになっていることを示し、この条件の場合にカバ
ーグラス表面と空気の境界面には、エバネセント光が発生していることになる。 
 
 
 
 
 
 
 
中心部入射 
 
 
 
さらには、レイリー（Rayleigh）の分解能によると、スポット半径(WR)は対物レンズの開
口数(NA)と入射波長(λ)を用い、(4.1)式のように表せる 3),4)。 
 
ܹܴ ൌ 0.61 ఒே஺ ・・・(4.1) 
 
ここで、λ=532nm、NA=1.25 を代入すると、スポット径(2WR)は約 0.52μm と計算できるが、
全反射光(右) 
図 4-6 対物レンズの入射光位置による透過像 
辺縁部入射 
入射光(左) 入射光 
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本実験では、対物レンズ後側の瞳側から瞳径一杯に平行光束を入射していないため、(4.1)式
で表すスポット径よりも若干大きくなることが予想される。 
図 4-7 は、実際に白色光源を対物レンズで集光した状態を示すが、励起光のスポット径は
微小球の直径以下に集光できていることを確認できる。本実験では励起光が標的の微小球
のみにしか作用しないため、基板表面の付着物質や溶液中に浮遊する不純物質からの余分
な散乱光(背景光)が減少した。この結果、単一の微小球だけからの散乱光を検出できるため、
S/N 比率が向上し、明瞭な WGM のピーク波形を検出することが可能となった。 
 
図 4-7 微小球と励起光のサイズ比較 
 
 
4.2.3 マニピュレータ操作 
 
微小球の操作、および、微小球近傍の散乱光を検出するために、㈱ニコンの生物顕微鏡
(ECLIPSE E100)と、㈱ナリシゲ製の三次元液圧マイクロマニピュレータ(MMO-203、最小駆
動距離 1μm)を組み合わせた。図 4-8 に示すように、微小球からの散乱光を検出する受光側
(右側)には、受光用ファイバーを取り付けた MMO-203 に、粗動マニピュレータ(NM-4)とマ
グネットスタンド(GJ-8)を組み合わせた。一方、微小球の操作を行う操作側(左側)には、粗
動マニピュレータ(YOU-1)に、THOMAS RECORDING 社(ドイツ)のシングル電極(EF8025pg)
を装着した。 
本実験では、空気中ではなく溶液中における微小球の散乱光を検出する必要がある。しか
し、観測中に受光ファイバーの損傷と付着による汚れが頻繁に発生し、再現性のある散乱光
スペクトルの検出ができなかった(散乱光検出方法の検証については、4.2.5 項を参照)。この
ため、本システムでは両方のマニピュレータを微小球の操作用として使用した。 
 
 
 
 
 
10μm
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図 4-8 マニピュレータシステム 
 
 
4.2.4 微小球の観察方法 
 
溶液中の微小球を明視野照明(透過型・落射型)で観察すると、観測視野全体が明るくなり
コントラストが低下するため、微小球の位置を特定できない。そこで、本実験では図 4-9 に
示すように、2 灯ライトガイドからの照射光をカバーグラスへ斜めに入射し、微小球を観測
する暗視野観測を採用した。 
 
      
図 4-9 2 灯ライトガイドによる暗視野観測 
 
 
微小球の観察には、GOKO カメラ㈱の顕微鏡用 USB デジタルカメラシステム(SCORP-ON-
Direct USB、130 万画像)を顕微鏡の接眼レンズ部に装着し、画像をパソコンに取り込んだ。 
図 4-10 に示すように、本実験の暗視野観測は、観測用対物レンズの受光角以内に入る照
明光が少ないため、観測視野全体は暗くなる。しかしながら、散乱によって溶液中の微小球
GJ-8 
受光側
操作側
YOU-1 
YOU-1
MMO-203 
2 灯ライトガイド 
カバーグラス(観測部)
拡大
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が輝いて見えるため、微小球の位置確認が容易で、標的とする微小球を簡単に選定できた。 
 
 
図 4-10 暗視野照射による溶液中の微小球 
 
 
4.2.5 散乱光検出方法 
 
本研究では、微小球からの散乱光を分光器で検出し、抗原抗体反応前後の微弱なスペクト
ル変化を評価するため、高感度で再現性のある検出方法を選択する必要がある。また、選択
した散乱光の評価手法を実用機へと展開していくには、簡便で安価な検出システムである
必要がある。そこで、図 4-11 に示すように、4.2.3 項で述べた先鋭化した受光ファイバー(先
端直径≈11μｍ)を、微小球に近接する受光ファイバー方式と、㈱ニコンの長距離作動用の対
物レンズ(CF IC EPI Plan SLWD 50×A、WD=13.8mm)で受光する対物レンズ方式を検証した。 
 
 
図 4-11 散乱光の受光方式 
 
 
図 4-12 は、先鋭化した受光ファイバーを蛍光 PS 微小球に近接し、蛍光スペクトルを検出
している状態を示す。受光ファイバーの先端を微小球に近接するほど、検出感度は上昇する。
しかし、観測中に受光ファイバーが振動するため、微小球へ近接するのが難しく検出光強度
も安定しない。また、受光ファイバーの先端が損傷しやすいため、頻繁に交換が必要となる。
受光ファイバー方式
対物レンズ方式
10μm 
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さらには、同一の受光ファイバーを使用し続けると、徐々にファイバー先端の受光面が汚れ
てくるため、蛍光強度が経時的に減衰し WGM の蛍光スペクトルにも影響を与える。これ
らの検証結果より、受光ファイバー方式は、高感度で経時的に安定した WGM の信号を検
出できないことが判明し、本実験には適さないと結論付けた。 
 
 
 
図 4-12 受光ファイバー方式による蛍光スペクトル測定 
 
 
一方、図 4-13 で示すように、長距離作動用の対物レンズによる検出は、受光ファイバーに
よる検出に比べて蛍光強度が約 10 倍強く、蛍光スペクトルに周期的な WGM の共振ピーク
波長を確認することができる。また、対物レンズは溶液と接触しないため、レンズへの付着
物もなく、交換が不要である。さらには、本実験の励起方法は、単一の微小球のみしか照射
しないため、長距離作動用の対物レンズの焦点を標的の微小球に調整するだけで、容易に散
乱光を検出することができる。これらの検証結果より、長距離作動用の対物レンズ方式は、
高感度で経時的に安定した散乱光の検出ができ、部品交換も不要であるため、高感度・安価・
簡便な小型装置の開発に適していると判断できる。 
 
 
図 4-13 対物レンズ方式による蛍光スペクトル 
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これらの検証実験により、散乱光の検出方法が対物レンズ方式に決定したため、ガラスベ
ースディッシュの溶液をカバーグラスで封止することが可能となった。図 4-14 で示すよう
に、松浪硝子工業㈱のカバーグラス(サイズ 24×24mm、厚み 0.12-0.17mm)で封止すると、溶
液の蒸発を防止し、かつ、表面張力により発生する中心部と辺縁部の厚みムラを均一にでき
る。このため、XY 方向に観測部を移動しても観測画像の焦点が合ったままで、経時的にも
安定したスペクトル測定が可能となった。図 4-15 は、カバーグラスで封止した蛍光微小球
のスペクトルであるが、図 4-13 と比較すると、WGM の共振ピーク波長を高感度に検出で
きた。これらの結果より、カバーグラス封止の本測定は、経時変化による溶液の蒸発が少な
く、観測による焦点のズレもなかったため、溶液中における微小球測定に最適である。 
 
   
 
図 4-14 カバーグラスによる溶液封止 
 
 
 
 
図 4-15 カバーグラスで封止した蛍光スペクトル 
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4.3 まとめ 
 
本章では、本研究における微小球からの散乱光を検出するため、実験光路、および、微小
球の励起方法・操作方法・観察方法・散乱光検出方法について述べた。最終的には、図 4-16
に示すように、油浸対物レンズの全反射減衰配置を利用したエバネセント光で微小球を励
起し、長距離作動用対物レンズで散乱光を検出する。また、観測部の溶液をカバーグラスで
封止することで、微小球表面を周回する WGM の共振ピーク波長を経時的に高感度に検出
することができた。次章からは、本システムで検出した散乱光の共振ピーク波長と微小球の
表面状態について検証していく。 
 
図 4-16 単一微小球の測定システム概要 
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第 5 章 微小球の散乱光特性評価 
 
 
5.1 はじめに 
 
本章では、単一の微小球表面で抗原抗体反応が起きた場合の散乱光ピーク変化について
述べる。散乱光の共振ピーク波長と Mie 理論の散乱断面積を比較することで、微小球を被
っている抗体と抗原の厚みや屈折率、および、抗原抗体層の状態について検証する。また、
微小球を周回する WGM の方向に着目し、抗原抗体反応で生じる共振ピーク波長のスプリ
ットについて検証する。 
 
 
5.2 微小球の励起位置による WGM スペクトル評価 1) 
 
散乱光に含まれる WGM を最も高い S/N 比率で取得できるように、微小球を励起する入
射光の最適位置を検証した。検証に使用した微小球は、表面に抗体が固定化されていない PS
微小球(10μm)である。図 5-1(a)と(b)で示すように、微小球表面に損傷や付着物があると、微
小球表面を伝搬する光は散乱されるため、そのような散乱光がなく表面状態が綺麗と推定
できる微小球を顕微鏡で確認しながら選択した。また、励起光源には白色光源を使用し、前
章で構築した光学システムによって散乱光スペクトルを取得した。 
       
図 5-1 表面が損傷した微小球の散乱光状態 
 
 
図 5-2 と図 5-3 は、空気中における PS 微小球の入射位置のモデル図と、それに対応する
散乱光スペクトルを示す。図 5-2(a)と(c)に示すように、全反射減衰配置によって発生したエ
バネセント光は、カバーグラス表面から空気側へ染み出す。そして、-X 方向の運動量をも
ったエバネセント光が、PS 微小球表面と相互作用し、XZ 平面を時計回りに周回する WGM
が励起される。このため、図 5-3(a)と(c)で示すように、散乱光の中に周期的な WGM 共振ス
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ペクトルを確認することができる。また、図 5-3(a)と(c)の WGM を比較すると、図 5-2(a)の
端面入射(+X)の方が、図 5-2(c)の端面入射(-X)よりも共振ピーク波長が明確であるため、S/N
比率が高い。これは、図 5-2(a)の方が PS 微小球と相互作用するエバネセント光の伝搬距離
が長いため、WGM が励起しやすいと考えられる。 
一方、図 5-2(b)に示すように、PS 微小球の中心を励起すると、エバネセント光はカバーグ
ラス表面から空気中ではなく PS 微小球の内部へ直接染み出す。このため、PS 微小球の内部
に染み出したエバネセント光は、球表面を伝播せずに球中心側へ屈折し、その後、通常の透
過光として散乱される。そのため、図 5-3(b)で示すように、散乱光に周期的な WGM 共振ス
ペクトルは確認されず、散乱光のかなりの成分が対物レンズの受光角度を超えた角度で散
乱されるため、散乱光強度は減少した。 
 
 
(a) 端面入射(+X)   (b) 中心入射   (c) 端面入射(-X) 
図 5-2 PS 微小球の励起位置 
 
 
 
(a) 端面入射(+X)   (b) 中心入射    (c) 端面入射(-X) 
図 5-3 PS 微小球の励起位置における散乱光スペクトル 
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5.3 蛍光微小球を用いた光学特性評価 
 
5.3.1 蛍光微小球の散乱光測定 
 
本実験で使用した蛍光 PS 微小球(直径 10μm、屈折率 1.59)は、蛍光色素にローダミン B 誘
導体がドープされており、励起中心波長の 552nm に対し蛍光中心波長は 580nm である。純
水中において、カバーグラスに置かれた単一の PS 蛍光微小球を 532nm のレーザーで励起す
ると、図 5-4 で示すように、中心波長 583.5nm、半値幅 560~610nm の蛍光スペクトルを取得
した。 
さらには、単一の蛍光 PS 微小球に励起波長 532nm の TM 偏光のエバネセント光を作用
させると、図 5-5 に示すように、570~610nm の波長域に 7~8nm 間隔で周期的な蛍光ピーク
を確認することができた。 
 
 
図 5-4 水中における蛍光スペクトル 
 
 
 
図 5-5 エバネセント励起における蛍光ピーク 
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水中から取得する蛍光強度は微弱であったため、検出する光量を上げるために分光器の
スリット幅を広げてスペクトルを取得した。そのため、分光器の波長分解能が 2.5~5.0nm と
低くなり、蛍光ピークはブロードな波形となっている。本実験では、波長ピークの位置や変
化に着目しているため、実験で取得する蛍光強度と散乱光強度、および、Mie 理論の散乱断
面積強度については、スペクトルの最大強度が１となるように、それぞれ規格化し検証を行
った。これらの蛍光ピークを検証するために、蛍光 PS 微小球の光学モデルを作成し、Mie
理論による散乱断面積との比較を行った。 
図 5-6 は、Mie 理論による散乱断面積の計算結果を示す。蛍光 PS 微小球の直径(Ds)と屈折
率(ns)は 10μm と 1.55、周囲媒質の屈折率(nw)は水の 1.33 を設定しているが、基板の影響は
考慮していない。通常、PS 微小球の屈折率は 1.59 であるが、Francois や Himmelhaus 等が
報告したドープされた蛍光 PS 微小球の屈折率を参考に 1.55 を設定している 2),3)。計算の結
果、散乱断面積の TM 偏光に対応する共振ピーク波長の間隔は、570~610nm の波長域にお
いて 7.1~7.7nm となり、図 5-5 の実験で取得した蛍光ピークの波長間隔と波長位置がほぼ一
致している。さらには、実験で取得したスペクトルピークの包絡線が最大となる波長と、計
算で得られたその波長を比較すると、585nm 付近でほぼ一致している。このため、図 5-5 で
取得した周期的な蛍光ピークは、微小球を周回する WGM に関係していることがわかる。 
 
 
図 5-6 Mie 理論における散乱断面積 
 
 
5.3.2 抗体および抗原(酵素)結合による散乱光測定 4) 
 
蛍光 PS 微小球に抗体を固定化し、抗原抗体反応による球表面状態の変化が波長に現れる
か検証を行った。WGM の共振周波数は、微小球の直径と屈折率に敏感であるため、微小球
表面に抗体(anti-β-Galactosidase)、および、抗原(酵素:β-Galactosidase)が吸着すると、微小球が
誘電体でコートされ光学的に球径が大きくなった状態となるため、長波長側への波長シフ
トが予想される。図 5-7 に示すように、実験では、第 4 章で構築したガラスベースディッシ
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ュのカバーグラスに、第 3 章で作製した抗体(anti-β-Galactosidase) が固定化した蛍光 PS 微
小球を配置した。その後、純水または、酵素溶液(β-Galactosidase、0.5mg/ml)を 100μl 滴下し、
15 分後に、TM 偏光で励起した蛍光スペクトルを取得した。 
 
 
図 5-7 微小球表面への付着における蛍光ピーク変化 
 
 
図 5-8 は純水中、または、酵素溶液中において、カバーグラスに置かれた蛍光 PS 微小球
から取得した蛍光スペクトルである。蛍光スペクトルは励起光の偏光に依存しなかったた
め、TM 偏光の結果だけを記載する。(a)は微小球のみ、(b)は抗体が固定化した微小球、(c)は
抗原抗体反応後の微小球の蛍光スペクトルを示す。微小球表面に抗体や抗原が吸着するに
つれて、蛍光ピークが長波長側にシフトする。590nm 付近の矢印で示した蛍光ピークの波長
に着目すると、波長のシフト量は 1.3~2.3nm である。また、(c)の抗原抗体反応後では蛍光ピ
ークが 2 つにスプリットし、さらには、波長のシフトが起きているのを確認できる。 
 
 
図 5-8 抗原抗体反応における蛍光微小球の蛍光ピーク変化 
 
 
そこで、これらの蛍光ピーク変化が、抗体と抗原の付着に起因したものかを検証するため
に、図 5-9 で示すように、微小球の薄膜多層構造モデルを作成し、Mie 理論の散乱断面積と
比較を行った。図 5-6 と同様に、図 5-9(a)の微小球モデルの直径(Ds)と屈折率(ns)は 10μm と
1.55、周囲媒体の屈折率(nw)は 1.33 に設定した。これらの数値を使用し、図 5-9(b)と図 5-9(c)
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の散乱断面積の共振ピーク波長(理論値)が、図 5-8の蛍光ピーク(実験値)と一致するように、
微小球を被う薄膜の厚みと屈折率をフィッティングさせた。これらのフィッティングの結
果、図 5-9(b)の抗体層の厚みは 14nm、図 5-9(c)の抗原抗体層の厚みは 30nm となり、さらに
は、抗体層と抗原抗体層の屈折率は 1.50 と推定できた。また、抗体厚みは 14nm であったた
め、付着している抗原厚みは 16nm となった。 
  
図 5-9 Mie 理論における散乱断面積 
 
 
5.3.3 抗原抗体反応による蛍光ピークのスプリット変化 
 
前項の図 5-8(c)で示したように、蛍光ピークのスプリットが発生する原因は、抗原抗体反
応による球表面状態の変化が、微小球を周回する WGM の光路長の増加や 5)、周回方向の変
化に影響を与えていると考えられる 6),7)。しかし、図 5-8(c)のスプリット間隔(2.4~3.3nm)よ
り、微小球の増加分を計算すると酵素サイズは 35~60nm となり、Skalova 等が報告した 16nm
と一致しない 8)。また、微小球の周回方向を検証するには、同一球を様々な方向から励起し
散乱光スペクトルを取得する必要があるが、蛍光微小球の蛍光強度は色素の経時劣化に従
い減衰するため、同一の微小球において十分な光量と S/N 比率を維持した評価ができない。 
一方、図 5-8(c)で示した蛍光ピークのスプリットしたそれぞれの波長位置は、図 5-9 の散
乱断面積の TE 偏光と TM 偏光に対応した波長位置と類似している。TE 偏光と TM 偏光を
それぞれ分離して取得するには 1nm 程度の波長分解能が必要だが、蛍光 PS 微小球の蛍光強
度は微弱であるため、波長分解能を犠牲にして光量を確保するべく、分光器のスリット幅を
広げて光検出する必要がある。そのため、分光器の波長分解能は 2.5~5.0nm となり、蛍光ピ
ークのスプリットは、常に合成された状態で取得されている可能性がある。 
以上の考察より、単一の蛍光微小球からの蛍光強度は微弱であるために、高い波長分解
能で WGM を検証することが難しいことがわかる。また、抗原抗体反応中において、蛍光
強度が色素の経時劣化に従い減衰していくため、時間変化に対応した WGM の蛍光ピーク
の変化、および、酵素濃度に対応した微小球の表面状態の変化を検証することも難しい。
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そこで、次節 5.4 より、経時変化に影響を受けず、さらには、高い波長分解能で散乱光の
スペクトルピークを取得できる白色光源を用いた光学評価方法について述べていく。 
 
 
5.4 白色光源を用いた光学特性評価 1) 
 
5.4.1 微小球の散乱光測定 
 
本実験で使用する白色光源の波長域は 170~2100nm であるが、紫外域は、抗体(anti-β-
Galactosidase)にダメージを与えタンパク質の変性を起こす。さらには、280nm 付近にあるタ
ンパク質の吸収と散乱光スペクトルが重なり、共振ピーク波長の変化を解釈することに支
障を及ぼす可能性がある。一方、近赤外域は、熱による抗体へダメージと局所加熱に伴う水
の対流が原因で微小球へ振動を与える。また、目視確認が難しいため、実験光路の構築や微
小球への照射位置の設定が困難である。これらの理由により、PS 微小球(球径 10μm)を照射
する波長域には可視光域を選択し、5.3 節の蛍光 PS 微小球の場合と同様に、散乱光ペクト
ルを取得した。白色光を PS 微小球に入射し、散乱光スペクトルを取得する方法は、蛍光を
利用しないため経時的に強度が減衰しない利点がある。さらには、白色光源の出力強度は
500mW(製品仕様)と高く、分光器の光検出強度が蛍光スペクトルの 10 倍以上となるため、
分光器のスリット幅を狭くし、波長分解能を 1nm 以下に設定しても散乱光スペクトルを取
得できる。このため、蛍光微小球では識別できなかった TE 偏光と TM 偏光の共振ピーク波
長を確認することができる。 
図 5-10 は、純水中における微小球の散乱光スペクトルを示す。●は TM 偏光、○は TE 偏
光の励起に対応した散乱光であるが、TE 偏光の共振ピーク波長は、TM 偏光の共振ピーク
波長より 2~3nm 長波長側に取得できる。 
 
 
図 5-10 純水中における PS 微小球の散乱光スペクトル 
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これらの共振ピーク波長は、微小球の WGM に起因したモードか確認するために、図 5-
11 の Mie 理論の散乱断面積によって検証した。 
図 5-11 は、純水中における PS 微小球の散乱断面積スペクトルを示す。PS 微小球の仕様と
一致するように直径(Ds)と屈折率(ns)を 10.04μm と 1.59 に設定し、周囲媒質の屈折率(nw)は
純水の 1.33 に設定したところ、図 5-10 で示した散乱光スペクトル(実験値)の共振ピーク波
長と波長間隔(7~8nm)が類似し、PS 微小球の仕様と一致した。 
 
 
図 5-11 純水中における PS 微小球の散乱断面積 
 
 
このため、図 5-10 で取得した周期的な散乱光ピーク波長は、PS 微小球を周回する WGM
に関係していると考えられる。なお、PS 微小球の表面にはカルボキシル基(COOH)が修飾し
ているが、WGM の共振ピーク波長の変化に寄与していないため、以後、光学モデル作成の
際には考慮しない。 
 
 
5.4.2 抗体の固定化による散乱光測定 
 
PS 微小球に抗体(anti-β-Galactosidase)を固定化し、散乱光スペクトルの共振ピーク波長の
変化によって、微小球の表面状態を検証した。図 5-12 に示すように、純水中のカバーグラ
ス上に置かれた PS 微小球において、微小球表面に抗体(anti-β-Galactosidase)が「有る場合」
と「無い場合」の散乱光スペクトルを比較した。測定配置については、5.3.2 項の蛍光微小
球の場合と同様である。 
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(a) 微小球のみ      (b)微小球に抗体が固定化 
 
図 5-12 純粋中における抗体の有無による散乱光比較 
 
 
 
図 5-13 は、PS 微小球表面の抗体の有無による散乱光スペクトルの違いを示している。●
は TM 偏光、○は TE 偏光で励起した散乱光スペクトルを示す。図 5-13(a)および(b)のそれ
ぞれの偏光の共振ピーク波長の間隔は 7~8nm であり、これらの周期的な共振ピーク波長の
位置は、微小球表面を周回する WGM に対応すると考えられる。また、図 5-13(a)と(b)を比
較すると、PS 微小球表面に抗体が固定化すると TE と TM 偏光の共振ピーク波長の位置が、
それぞれ長波長側に 1.2~1.5nm シフトしているのがわかる。これは、WGM の共振周波数が
微小球の直径と屈折率に敏感であることを考慮すると、PS 微小球表面への抗体の固定化が、
球の直径や屈折率を変化させ、波長をシフトさせていると考えられる。そこで Mie 理論に
よる散乱断面積を利用し、これらの共振ピーク波長の変化を検証していく。 
図 5-14 は、図 5-13 の PS 微小球の表面状態における散乱断面積スペクトルを示す。図 5-
13(a)と図 5-14(a)の共振ピーク波長をフィッティングさせると、PS 微小球の直径と屈折率は
10.04μm と 1.59、純水の屈折率は 1.33 と算出できる。これらの数値は使用した PS 微小球の
仕様と一致し、図 5-10 と図 5-11 で算出した PS 微小球と同じ値である。さらには、図 5-13(b)
と図 5-14(b)の共振ピーク波長をフィッティングさせると、PS 微小球表面に吸着している抗
体(anti-β-Galactosidase)の屈折率と厚みは、それぞれ 1.50 と 14nm と算出でき、これらの数値
は 5.3 節で述べた蛍光 PS 微小球で算出した抗体層の値とも一致する。 
これらの結果より、実験で取得した散乱光の周期的な共振ピーク波長は、微小球表面を
周回する WGM であり、抗体の存在によって、長波長側へシフトすることがわかった。 
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図 5-13 抗体反応における散乱光シフト 
 
 
 
図 5-14 抗体薄膜層における散乱断面積シフト 
 
 
 
5.4.3 抗原抗体反応による散乱光測定 
 
図 5-15 に示すように、抗体(anti-β-Galactosidase)が固定化した PS 微小球において、抗原抗
体反応前後の散乱光スペクトルの変化に着目し、微小球の表面状態を検証した。測定配置は
5.3.2 項の蛍光微小球の場合と同様であり、抗体(anti-β-Galactosidase)が固定化した PS 微小球
に、純水または酵素溶液(β-Galactosidase、10μg/ml)を 100μl 滴下し、15 分後の散乱光スペク
トルを取得した。 
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(a) 微小球に抗体が固定化   (b)微小球に抗体と抗原が固定化 
 
図 5-15 抗原抗体反応前後における散乱光比較 
 
 
図 5-16 は抗原抗体反応前後の散乱光スペクトルを示している。●は TM 偏光、○は TE 偏
光で励起した散乱光スペクトルを示す。図 5-16(a)および(b)のそれぞれの偏光のピーク間隔
は 7~8nm であり、これらの周期的なピーク波長の位置は、微小球表面を周回する WGM に
対応すると考えられる。また、図 5-16(a)と(b)を比較すると、PS 微小球に抗原が固定化する
と TE と TM 偏光の共振ピーク波長の位置が、それぞれ長波長側に 1~2nm シフトしている
のがわかる。これは、抗体(anti-β-Galactosidase)が固定化された PS 微小球表面へ抗原(酵素溶
液:β-Galactosidase)が付着し、等価的に微小球の直径が大きくなったためと考えられる。そこ
で Mie 理論による散乱断面積を利用し、これらの共振ピーク波長の変化から抗原抗体層を
検証していく。 
図 5-17 は、図 5-16 の PS 微小球の表面状態における散乱断面積スペクトルを示す。ここ
では、5.4.2 項で算出した数値を用い、PS 微小球の直径と屈折率は 10.04μm と 1.59、純水の
屈折率は 1.33 としている。図 5-16(b)と図 5-17(b)の共振ピーク波長をフィッティングさせる
と、PS微小球表面に吸着している抗原抗体層の屈折率と厚みは 1.50と 30nmと算出できた。
5.4.2 項より、抗体厚みは 14nm であったため、付着している抗原厚みは 16nm となる。これ
らの数値は、5.3 節で述べた蛍光 PS 微小球で算出した抗体層の厚みとも一致する。 
そこで、これらの数値の妥当性を検証するためにタンパク質の仕様と比較した。本研究で
1.5 と推定された抗体の屈折率は、Fan 等が算出したタンパク質の屈折率 1.59)、および、Voros
が算出したタンパク質の屈折率 1.3~1.610)と一致している。さらには、14nm と求められた抗
体厚みは、IgG 抗体の「Y」モデルを報告した Peace III 等の 7.3~15.9nm 11)、および、Tan 等
の 8.4~13.7nm 12)のサイズとも類似している。そのため、本研究で使用した PS微小球表面は、
抗体「Y」が単一層になって固定化されていると推測できる。さらには、16nm と求められ
た抗原厚みは、Skalova 等が報告した β-Galactosidase の直径 16nm と一致している 8)。これら
の結果より、白色光源を使用し取得した散乱光の周期的な共振ピーク波長は、微小球表面を
周回する WGM であり、かつ、表面に付着するタンパク質の屈折率や厚みを推定すること
が可能であることがわかった。 
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図 5-16 抗原抗体反応における散乱光シフト 
 
 
 
図 5-17 抗原抗体薄膜層における散乱断面積シフト 
 
 
5.4.4 時間変化による散乱光測定 
 
5.4.3 項で取得した WGM 散乱スペクトルは、反応させた酵素溶液(β-Galactosidase)の濃度
は 10μg/ml のみであり、反応時間も抗原抗体反応から 15 分が経過している。そのため、PS
微小球表面において、抗原抗体反応の複合体が形成される状態を検証するためには、酵素濃
度(β-Galactosidase)に対する反応時間の応答を取得する必要がある。2.3.4 項で述べたように
抗原抗体反応の反応速度論より、抗原と抗体の複合体濃度(X)は、時間(t)が経過するにつれ
て指数関数的に増加することがわかる 13)。つまり、抗原と抗体の結合量(ΔX)は、経時変化
(Δt)と共に指数関数的に増加することが言える。一方、本研究では 5.4.3 項より、微小球表面
に固定化された抗体と抗原の結合量(ΔX)は、WGM 励起による散乱光の共振ピーク波長のシ
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フト量(Δλ)に対応している。すなわち、共振ピーク波長のシフト量(Δλ)は、経時変化(Δt)と共
に指数関数的に増加することが予測される。このため、本システムで取得した実験値を、指
数関数的な非線形曲線関数と比較し、抗原抗体反応の判定時間や検出限界について検証し
た。 
なお、本システムでは、溶液の蒸発を防止するためにカバーグラスで封止し、スペクトル
を取得している。そのため、抗原:酵素溶液(β-Galactosidase)を滴下し、共振ピーク波長のシ
フト量(Δλ)を取得するまでに、封止作業のため、抗原抗体反応が約 2 分経過している。また、
共振ピーク波長のシフト量(Δλ)は、図 5-16(a)の矢印で示した TE 偏光励起に対する共振ピー
ク波長(λ=587nm)からの変化量を示すが、TM 偏光励起においても同様の特性が現れる。 
図 5-18 に示すように、抗原抗体反応が開始すると、TE 偏光の共振ピーク波長が経時変化
と共にシフトする。実験で取得したシフト量(Δλ)は、㈱ライトストーンの Origin(Ver. 8.1)を
使用し、指数関数的に増加する非線形曲線関数でフィッティングした。共振ピーク波長のシ
フト量(Δλ)は、経時変化と共に指数関数的に増加し、滴下する酵素濃度が高濃度になるにつ
れて、共振ピーク波長のシフト量(Δλ)は短時間に大きく増加する傾向がある。しかし、酵素
濃度が 10μg/ml になると共振ピーク波長のシフト(Δλ)の傾きに変化がなくなり、シフト量
(Δλ)が飽和しているのがわかる。 
 
 
 
図 5-18 酵素濃度に対する抗原抗体反応の時間応答 
 
抗原抗体反応時間 (min.)
共振ピーク波長のシフト量
 (Δλ) 
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表 5-1 は、指数関数的に増加する非線形曲線関数におけるフィッティング解析結果を示
す。反応する酵素濃度が 5μg/ml 以上になると、信頼度を示す決定係数(R2)が 0.82409~0.90133
と 1 に近づくことから、微小球表面で抗原抗体反応による複合体が形成されていることが
わかる。一方、酵素濃度が 1~3μg/ml の場合は、決定係数(R2)が 0.7758 以下となるため、抗
原抗体反応が指数関数的に増加していないことがわかる。これは、滴下する酵素溶液が低濃
度であるために、抗原抗体反応が平衡状態に達しておらず、かつ、シフト量(Δλ)が分光器の
波長分解能(1nm 以下)と近いために、検出精度が悪いことが原因であると考えられる。 
これらの結果より、本研究の評価システムでは、抗原抗体反応を判定できる酵素濃度の下
方限界は 5μg/ml であることがわかる。さらには、酵素濃度が 5μg/ml 以上の場合において、
共振ピーク波長のシフト量(Δλ)は 8 分で平衡状態に達するため、抗原抗体反応を判定する時
間には 8 分を要することがわかる。 
食中毒菌や一般的な細菌などの中温細菌は、30~40℃で急速に増殖し、約 20 分で分裂を開
始する。さらには、最も増殖が速いとされる腸炎ビブリオは、分裂に必要な時間が約 10 分
である。本システムは 10 分以内で判定できるため、スクリーニングによって分裂前の汚染
菌を迅速に判定検査できる可能性がある 14~16)。 
 
 
表 5-1 抗原抗体反応の時間応答における非線形曲線関数 
 
酵素濃度 
(μg/ml) 
非線形曲線関数 決定係数 
R2 
 
1 
 
3 
 
5 
 
7 
 
10 
 
20 
y ൌ 0.51514 െ 0.61752 exp ൬െ ݔ െ 23.02431൰ 
y ൌ 0.72356 െ 0.83166	exp ൬െ ݔ െ 24.43374൰ 
y ൌ 1.30373 െ 1.40623	exp ൬െ ݔ െ 25.71311൰ 
y ൌ 1.72253 െ 1.85037	exp ൬െ ݔ െ 21.80574൰ 
y ൌ 2.20322 െ 1.0344	exp ൬െ ݔ െ 3.51.78805൰ 
y ൌ 2.08992 െ 2.25653 exp ൬െ ݔ െ 21.5163൰ 
 
0.65969 
 
0.7758 
 
0.90133 
 
0.82409 
 
0.88269 
 
0.89899 
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5.4.5 酵素濃度変化による散乱光測定 
 
5.4.4 項では、微小球表面において、抗原抗体反応による複合体が経時的に形成されてい
く状態を確認できた。しかし、PS 微小球の表面において、どのように抗原 :酵素 (β-
Galactosidase)が形成され、その変化がどのように共振ピーク波長のシフト量(Δλ)に影響を与
えているかわからない。そこで、酵素濃度に対する WGM のシフト量(Δλ)を取得することで、
PS 微小球表面や周囲溶液の状態について検証した。 
図 5-19 は、抗体が固定化した PS 微小球に酵素溶液(濃度:1~1000μg/ml)を滴下し、TE 偏光
励起によるWGM共振ピーク波長のシフト量(Δλ)を示す。シフト量(Δλ)は酵素溶液を滴下し、
20 分後に測定した値であり、5.4.3 項と同様の方法にて取得した。5.4.4 項より、抗原抗体反
応は 8 分で平衡状態となるため、20 分後のシフト量(Δλ)は、濃度変化のみに依存した変化
量である。また、それぞれの抗原抗体反応において、PS 微小球の表面状態にバラつきがあ
るため、WGM のシフト量(Δλ)はそれぞれの濃度ごとに 50 個の微小球を測定し、その平均
値で示した。 
 
図 5-19 酵素濃度に対する WGM 共振ピーク波長シフト 
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図 5-19 で示すように、WGM の共振ピーク波長のシフト量(Δλ)は、最大限で 4.5nm 長波長
側にシフトする。シフト量(Δλ)の増加は領域(1)~(2)で急速に増加し、領域(3)で飽和する傾向
にある。5.4.4 項の図 5-18 より、抗原抗体反応が平衡状態に達するシフト量(Δλ)は、約 2nm
であるため、領域(1)~(2)では PS 微小球表面を被っている抗体と抗原の複合体が変化してい
ることが予想される。そこで、表 5-2 に示すように、実験で取得した散乱光の共振ピーク波
長(λ)とシフト量(Δλ)を Mie 理論による散乱断面積と比較することで、抗原抗体反応層の厚
みと屈折率の評価を行った。 
 
 
表 5-2 Mie 散乱理論を使用した共振ピーク波長のシフト量と反応層の計算 
 
 
共振ピーク波長 
(λ) 
共振ピーク 
波長のシフト量 
(Δλ) 
抗原抗体層の
厚み 
(t) 
抗原抗体層の 
屈折率 
(nc) 
 
周囲溶液の屈折率
(ns) 
585.8 nm -1.0 nm 0 0 1.33 
586.8 nm 0 nm 14 nm 1.50 1.33 
587.9 nm 1.1 nm 30 nm 1.50 1.33 
588.3 nm 1.5 nm 30 nm 1.53 1.33 
588.8 nm 2.0 nm 30 nm 1.56 1.33 
589.6 nm 2.8 nm 30 nm 1.56 1.35 
590.1 nm 3.3 nm 30 nm 1.56 1.36 
590.6 nm 3.8 nm 30 nm 1.56 1.37 
591.1 nm 4.3 nm 30 nm 1.56 1.38 
 
 
表 5-2 で示すように、抗体(厚み 14nm、屈折率 1.50)が固定化された PS 微小球の共振ピー
ク波長(λ=586.8nm)を、シフト量(Δλ)の基準(Δλ=0)としている。一方、シフト量(Δλ)がマイナ
ス(Δλ<0)となる共振ピーク波長(λ=585.8nm)は、抗体が固定化されていない PS 微小球を示し
ている。酵素溶液の濃度が濃くなるに従い、抗原抗体層の厚みが 30nm まで増加し、その後、
抗体の屈折率が 1.50 から 1.56 まで増加していることがわかる。さらには、酵素濃度を濃く
すると、周囲溶液の屈折率が 1.33 から 1.38 まで増加していることがわかる。 
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これらの変化から、図 5-19 の領域(1)~(3)において、微小球表面は以下の状態で変化する
と推測する。 
 
領域(1)：微小球表面の反応層の厚みは、抗原抗体反応により増加する。抗原抗体層の増加
は、PS 微小球のサイズを大きくする。 
領域(2)：酵素濃度が増加するに従い、PS 微小球を被っている抗原抗体反応層の密度が高
くなるために、抗原抗体層の屈折率は増加する。 
領域(3)：抗原抗体反応が平衡状態となると、抗体と反応しなかった酵素が PS 微小球の周
囲溶液に溶け、密度が増加するため、周囲溶液の屈折率が増加する。 
 
領域(1)では、抗原抗体反応層の厚みと屈折率は 30nm と 1.50、周囲溶液の屈折率は 1.33
と算出できた。ここで、抗体と酵素の屈折率は同じ値(n=1.50)であった。抗原抗体層の厚み
(30nm)は、抗体(anti-β-Galactosidase)の厚み(14nm)を含んでいるため、酵素(β-Galactosidase)の
厚みは 16nm と算出でき、5.3.2 項と 5.4.3 節で算出した微小球と一致する。この厚み 16nm
は、Skalova 等が報告した β-Galactosidase の直径とも一致する 8)。 
領域(2)では、反応層の屈折率のみが変化し、抗原抗体層の屈折率は 1.50 から 1.56 へと増
加した。この屈折率は、Fan 等が算出したタンパク質の屈折率(1.5)9)や、Voros が算出したタ
ンパク質の屈折率(1.3~1.6)10)とも一致している。 
領域(3)では、周囲溶液の屈折率のみが変化し、周囲溶液の屈折率は 1.33 から 1.38 へと増
加した。Maier などはグルコース混合溶液の屈折率が、グルコース濃度の増加に比例すると
報告しており 17)、これらの関係からも溶液の屈折率は、酵素濃度によって増加することが
推測できる。Francois と Himmelhaus も、グリセロール(屈折率~1.47)の濃度を変えることに
よって、微小球周囲の混合溶液(水とグリセロール)の屈折率が変化(1.33~1.36)すると報告し
た 3),18)。これらの屈折率変化の値は、本研究の酵素(屈折率 1.50)が混合し酵素濃度が増加し
屈折率が増加していく値と類似している。 
 
 
5.5 抗原抗体反応による散乱光ピークのスプリット評価 19) 
 
5.3.2 項で述べたように、蛍光 PS 微小球で抗原抗体反応が起こると、共振ピーク波長がス
プリットする現象が見られる。蛍光 PS 微小球では蛍光強度が不十分であるため、高い波長
分解能でスペクトルピークを観測できない。そこで、白色光源を用いた評価方法で、共振ピ
ーク波長がスプリットする現象を検証していく。 
図 5-20 は、分光器のスリット幅を 800μm(波長分解能 2.0nm)に設定し、抗体を固定化した
PS 微小球(10μm)の散乱光スペクトルを示す。純水中の PS 微小球を無偏光で励起した散乱
光スペクトルは、波長分解能が低いために TE 偏光と TM 偏光がそれぞれ分離されず、一つ
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の合成された共振ピーク波長として取得していることがわかる。 
 
 
 
図 5-20 スリット幅が広い場合の散乱光スペクトル 
 
 
次に、図 5-21 は、スリット幅を 400μm(波長分解能 1.0nm)に設定し、図 5-20 と同一の微
小球に対する散乱光スペクトルを示す。抗体を固定化した PS 微小球を無偏光で励起した散
乱光スペクトルは、波長分解能が高いため、共振ピーク波長に TE 偏光と TM 偏光が分離し
て確認することができる。分離した共振ピーク波長を TE 偏光と TM 偏光のそれぞれの共振
ピーク波長と比較すると、ピークとなる波長の位置が一致しているのがわかる。このため、
5.3.2 項の蛍光 PS 微小球で取得した蛍光ピークのスプリット信号は、TE 偏光と TM の偏光
に対応した共振ピーク波長であることが予想される。 
 
図 5-21 スリット幅が狭い場合の散乱光スペクトル 
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一方、5.3.2 項の抗原抗体反応後の蛍光スペクトルは、TM 偏光で励起したにも関わらず、
TE 偏光に類似した散乱光ピークも同時に取得されている。同様に、図 5-22 の(1)に示すよう
に、白色光源で励起した抗原抗体反応後の PS 微小球の散乱光スペクトルでも、TE 偏光の
励起に対し、TM 偏光に類似した散乱光ピークが同時に取得されている。そこで、図 5-22 の
(2)と(3)に示すように、抗原抗体反応前の TM 偏光と TE 偏光のそれぞれの共振ピーク波長
を、抗原抗体反応後に分離した共振ピーク波長と比較するとほぼ一致した。このため、抗原
抗体反応後に発生する散乱光ピークのスプリットは、TE 偏光と TM 偏光に対応した共振ピ
ーク波長であることが考えられる。 
 
 
図 5-22 偏光に対応した共振ピーク波長 
 
 
図 5-23(a)および(b)は、PS 微小球(表面に抗体と抗原の吸着なし)を TE 偏光で励起し、微
小球を上面から見た励起位置(a)と、励起位置を変化させた時の散乱光スペクトル(b)を示す。
図 5-23(a)のスポット(1)では、PS 微小球は主に-X 方向の運動量をもち励起されるため、図
5-23(b)の(1)に示すように、XZ 平面を WGM が周回し、TE 偏光に対する共振ピーク波長が
取得された。 
次に、PS 微小球の励起位置を(1)から(3)に移動すると、TE 偏光と同時に TM 偏光にも対
応した共振ピーク波長が取得された。これは、微小球表面を周回する WGM が XZ 平面に対
して 0~45°傾いているために、TE 偏光と TM 偏光が同時に励起されたためと推測する。 
さらには、励起位置を(4)以上に移動していくと、TM 偏光に対応した共振ピーク波長が主
に取得された。これは、微小球表面を周回する WGM が YZ 平面に近づいていくために、
TM 偏光に対応した共振ピーク波長が主に取得されたと推測する。 
これらの結果より、抗原抗体反応後に観測された WGM の共振ピーク波長のスプリット
は、微小球を周回する WGM の方向が変化したことを意味する。 
 
(1): 抗原抗体反応後(TE 偏光) 
(2): 抗原抗体反応前(TM 偏光) 
(3): 抗原抗体反応前(TE 偏光) 
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図 5-23 微小球の励起位置に対応した偏光のピーク 
 
 
図 5-24 に示すように、微小球表面を周回する WGM の方向は、抗原抗体層の有無により
変化することが推測される。ここで、PS 微小球を励起する位置は、図 5-23(a)のスポット(1)
としている。 
図 5-24(a)は、抗原抗体層が無い PS 微小球表面を周回する WGM の状態を示す。カバーグ
ラスから染み出したエバネセント光は、主に-X 方向の運動量をもっているため、PS 微小球
表面と相互作用すると、XZ 平面を時計回りに周回する WGM(1)が励起される。さらには、
全反射減衰配置によって励起された微小球の周回面は、1 平面だけでないため 7)、斜め方向
に周回する WGM(2)も励起されていることが推測される。しかし、PS 微小球に抗原抗体層
が無い場合では、主に-X 方向に PS 微小球が励起され、XZ 平面を時計回りに周回する
WGM(1)の成分が、斜め方向を周回する WGM(2)よりも大きくなるため、散乱光(1)の共振ピ
ーク波長が主に取得されたと考えられる。 
一方、図 5-24(b)は、抗原抗体反応後の PS 微小球表面を周回する WGM の状態を示す。抗
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原抗体反応により、PS 微小球表面と基板表面が接触する表面積が増加するため、XZ 平面を
周回する WGM(1)は、基板との相互作用が大きくなる。そのため、散乱光として微小球から
放射されるよりも、基板の接触部から再放射される光の方が大きくなる。さらには、基板の
接触部に影響を受けない斜め方向の WGM(2)は、基板との相互作用がないため、微小球から
散乱光(2)として放射される。それゆえに、微小球表面を斜めに周回する WGM(2)の散乱光
(2) が主に取得されるため、図 5-23 のスポット(3)と同様に TE 偏光と TM 偏光に対応した共
振ピーク波長が同時に現れたと考えられる。 
これは、共振ピーク波長のスプリットを観測することで、微小球表面への酵素(β-
Galactosidase)の吸着を簡単に判定できることを示唆する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5-24 抗原抗体反応における WGM の周回方向 
 
 
5.6 まとめ 
 
本章では、実験で検出した WGM の共振ピーク波長のシフトと、Mie 理論による散乱断面
積を比較することで、微小球を被う抗原抗体層の厚みと屈折率を光学的に評価することが
できた。抗体(anti-β-Galactosidase)と抗原(酵素:β-Galactosidase)は 1:1 で反応し、抗体と抗原の
厚みはそれぞれ 14nm と 16nm、抗原抗体の複合体の屈折率変化は 1.50~1.56 と算出できた。
また、共振ピーク波長のシフトに着目し、酵素濃度に対する抗原抗体反応の時間応答を検証
した結果、判定時間は 8 分、酵素濃度の下方検出限界は 5μg/ml であることがわかった。 
さらには、抗原抗体反応後に観測される共振ピーク波長のスプリットは、微小球を周回す
る WGM 方向に関係し、TE 偏光と TM 偏光に対応した共振ピーク波長が同時に現れたこと
がわかった。これは、ピークスプリットを観測することで、簡単に付着物を判定するバイオ
センサーが開発できる可能性を示す。 
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第 6 章 結論 
 
 
6.1 まとめ 
 
本研究では、従来技術では不可能であった培養前の微生物汚染を高感度、かつ、迅速に検
出するため、微小球共振器と抗原抗体反応の技術を融合させた、微小球バイオセンサーにつ
いて検証した。大腸菌群の有する特異な分解酵素(β-Galactosidase)を汚染指標菌として検出
するため、微小球プローブの作製、全反射減衰配置の光学観測システムを構築した。これら
のシステムで取得した微小球の散乱光スペクトルを、計算機シミュレーションにより理論
解析を行い、汚染判定に有用な評価手法であることを明らかにした。以下、本研究で得られ
た知見を各章毎にまとめる。 
 
第 1 章 序論 
序論では、バイオセンサーの開発動向、および、微生物検査の現状と課題について述べ、
簡易迅速装置の必要性を示した。その中で、本研究で開発する光学(微小球共振器)とバイオ
(抗原抗体反応)を融合した新規検査手法は、食品分野をはじめ、医薬品、環境分野に応用で
きる有効な検査手法であることを示した。 
 
第 2 章 微小光共振器のバイオセンサー応用のための基礎事項 
本章では、本研究で使用する微小光共振器と WGM を使用した微小球バイオセンサーの
特徴について述べた。エバネセント光で励起した微小球の散乱光から得た WGM の共振ピ
ーク波長は、微小球のサイズと屈折率、および、周辺媒質の屈折率により決定される。それ
ゆえに、微小球表面の吸着状態は、共振ピーク波長の変化量を Mie 理論の散乱断面積によ
り解析し評価できることを示した。さらには、抗体と抗原の複合体濃度は、時間と共に指数
関数的に増加するため、WGM の共振ピーク波長の経時変化量を評価することで、反応時間
や下方検出限界の濃度を決定できることを示した。 
 
第 3 章 微小球プローブの作製および評価 
本章では、微小球と抗原抗体を融合した微小球プローブを作製するために、微小球の仕様
を Mie 理論の散乱断面積により選定し、抗体の固定化方法を決定した。選定した PS 微小球
(直径 10μm、屈折率 1.59、カルボキシル基(COOH)修飾) は、水中(屈折率 1.33 以上)におい
て WGM の励起が可能とわかった。また、抗体の固定化に脱水縮合剤としてカルボジイミ
ド溶液を使用し、PS 微小球表面のカルボキシル基(-COOH)と抗体(anti-β-Galactosidase)のア
ミノ基(-NH2)をアミド結合(-CO-NH-)させた。アミド結合は強固な共有結合であるため、
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作製した微小球プローブは強靭性と耐熱性の面で安定する。微小球表面に固定された抗体
の固定化比率は、吸光度測定(λ=280nm)より 30~50%であり、単一微小球に固定化した抗体
の量は 6.935pg~10.806pg と推定した。 
 
第 4 章 顕微分光システムの構築 
本章では、油浸対物レンズ(100×、NA 1.25)の全反射減衰配置を利用し、単一の微小球をエ
バネセント光で励起する方法を構築した。励起光のスポット径を微小球径以下に集光し、単
一の微小球のみにエバネセント光を作用することで、標的の微小球以外から散乱する背景
光を軽減することができた。また、散乱光の検出方法として、先鋭化光ファイバー(先端直
径≈11μｍ)方式と長距離作動用レンズ(50×、WD=13.8mm)方式を評価し、微小球表面を周回す
る WGM を高感度に取得できる長距離作動用レンズ方式を選択した。さらには、観測部の
検査溶液をカバーグラスで封止することで、S/N 比率を経時的に安定し観測できるシステム
を構築した。 
 
第 5 章 微小球の散乱光特性評価 
本章では、蛍光 PS 微小球と通常の PS 微小球を使用し、微小球の表面状態の違いによる散
乱光の共振ピーク波長のシフトを評価した。全反射減衰配置により励起された微小球から
の散乱光スペクトルと、Mie 理論の散乱断面積スペクトルをフィッティングすることで、抗
体 (anti-β-Galactosidase)の厚みを 14nm、酵素 (β-Galactosidase)の厚みを 16nm、屈折率を
1.50~1.56 と算出できた。これらの値はタンパク質の仕様と一致し、微小球に固定化された
抗体層は単一層であることがわかった。また、酵素濃度に対する抗原抗体反応の時間応答よ
り、酵素付着の判定時間は 8 分、酵素濃度の下方検出限界は 5μg/ml であることがわかった。 
さらには、微小球表面の酵素付着が、微小球を周回する WGM の方向に影響を与え、TE
と TM の偏光に対応した共振ピーク波長のスプリットが生じていることがわかった。この
スプリットモードを観測することで、微小球の付着物を容易に判定できるバイオセンサー
としての可能性を示した。 
 
以上の結果より、微小球を全反射減衰配置で励起し、散乱光から得た共振ピーク波長の変
化を観測することで、標的の汚染物質を高感度かつ迅速に判定する、バイオセンサーとして
利用できることが明らかになった。また、これらの評価手法は、微小球の表面状態の評価に
も有用であり、様々な分野に応用できることを示した。 
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6.2 今後の課題 
 
本研究では、微小球を全反射減衰配置で励起し、散乱光を観測する顕微分光システムによ
り、微小球表面の付着状態を、迅速・簡便・高精度に評価できることを明らかにした。しか
し、小型・低コストの実用化装置の開発に向けては、まだ、精度面･操作面･再現性など、幾
つかの課題が残されている。以下にそれらの課題について述べる。 
 
・本研究は純水中において、微小球プローブと酵素(β-Galactosidase)が反応した理想的な反応
状態での実験結果である。実際の汚染検査では、不純物や標的外の酵素が含まれているた
め、標的となる酵素を抽出する前処理工程の検討が必要となる。 
 
・混合物の中から標的となる酵素(β-Galactosidase)を特異的に反応させるには、ポリクロナー
ル抗体よりモノクロナール抗体の方が優位性をもつ。それゆえに、モノクロナール抗体の
定常領域(Fab)のみが固定化する微小球プローブを作製し、S/N 比率の向上を検証する必
要がある。 
 
・誰でも簡単に単一の微小球を励起し WGM を取得するには、ランダムに配置された単一
微小球の位置を、数値的に選定できるシステムが必要となる。リソグラフィーや 3D プリ
ンタなどの技術を活用し、特定の位置に単一微小球を固定化したセンサーチップの開発
が必要である。 
 
・本研究において、酵素濃度の下方検出限界は 5μg/ml であり、低濃度に近づくにつれて共
振ピーク波長のシフト量が微量となり、標準誤差が大きくなる。小型装置の製作には、波
長範囲をさらに限定し、高分解能の小型分光器を使用した検出システムの構築が必要と
なる。また、材質やサイズの異なる微小球でも共振ピーク波長の変化を比較し、外乱ノイ
ズをキャンセリングした S/N 比率の向上について検証する必要がある。 
 
・本研究は、食品の衛生指標菌の一つである大腸菌郡が産生する酵素(β-Galactosidase)を標的
として開発を進めてきた。さらには、医薬品や環境分野等の他分野へ応用展開するには、
様々な種類の抗体を微小球に固定化し、抗原抗体反応による共振ピーク波長の変化を検
証する必要がある。 
 
以上、微小球センサーの今後の課題について述べた。本研究で示した WGM の評価手法
は、バイオセンサーの新規アプリケーションとして有用であり、ものづくり技術との活用に
より、実用化に向けた試作機の開発と検証が、迅速･効率的に実施できると考える。 
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